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RESUMEN 

 

Los plaguicidas pueden ejercer un efecto inmunotóxico en el organismo, y ser 

un factor asociado con la prevalencia a enfermedades en crustáceos. En este 

trabajo se abordaron respuestas del sistema inmunológico como el recuento 

total y diferencial de hemocitos (RTH y RDH), sistema colinérgico como la 

actividad de acetilcolinesterasa (AChE), el sistema antioxidante mediante la 

actividad de superóxido dismutas (SOD) y un indicador de estrés oxidativo 

como la peroxidación de lípidos en camarón blanco L vannamei expuesto a tres 

diferentes dosis del plaguicida organofosforado Diazinón (5, 15 y 25 µg de 

Diazinón/ g camarón). A las 6 h se presentó disminución de actividad de AChE, 

RTH, y RDH de manera dependiente de la dosis, mientras que la SOD y FO no 

demuestran estar activadas a etapas iniciales post exposición, y la LPO 

presenta valores altos en la dosis baja y media. A las 24 h inicia una aparente 

fase de recuperación en la actividad de AChE, RTH, RDH, mientras que la 

actividad de SOD y FO comienza a activarse, y la LPO disminuye de manera 

dependiente de la dosis. Finalmente a las 72 h, se observan valores similares 

entre los tratamientos y el control en la actividad de AChE, RTH, RDH, SOD, y 

FO, mientras que en la LPO no se presentó ninguna tendencia.  Por lo tanto se 

concluye que el plaguicida causó una rápida y máxima inducción en respuestas 

a las 6 h, algunas se mantuvieron hasta las 24 h , y finalmente a las 72h post 

exposición los organismos presentaron un periodo de compensación para 

contrarrestar los efectos y de esta manera finalmente pudieron recuperarse a la 

exposición del plaguicida.  
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I. INTRODUCCION 

 

En el estado de Sinaloa, debido al clima cálido y a la facilidad de 

irrigación de 11 ríos, la pesca, el cultivo de camarón (principalmente 

Litopenaeus vannamei), así como la agricultura intensiva, son las actividades 

económicas más productivas de la región, sobre todo en las áreas adyacentes a 

la costa. Por lo tanto, las lagunas costeras se integran de una mezcla de agua, 

de tierras de arrastre de la agricultura y de efluentes de granjas de camarón 

(Lyle-Fritch et al.,  2006).  

 

Debido a la estrecha interacción que existe entre acuicultura, ambiente y 

agricultura, los organismos acuáticos, entre ellos los crustáceos, 

constantemente reciben la influencia de numerosos estresores, los cuales son 

factores determinantes para la susceptibilidad de los organismos a 

enfermedades (Le Moullac y Haffner, 2000). Entre estos estresores se pueden 

mencionar la variación de factores ambientales (como los cambios 

fisicoquímicos del agua, y los ritmos estacionales, etc.) y/ó contaminantes de 

origen doméstico (detergentes, insecticidas, etc.), industrial (metales pesados, 

PCBs) o agrícola (plaguicidas, fertilizantes) que en grandes cantidades pueden 

afectar la salud de los organismos (Carbajal- Hernández, 2007). 

 

En la agricultura, los tipos y cantidades de plaguicidas usados varían en 

relación a los cultivos (McKinlay et al., 2008). Sin embargo, en algunos se 

aplican cantidades por arriba de los niveles recomendados con la finalidad de 

no perder las cosechas por alguna plaga. Lo anterior ocasiona que los 

plaguicidas una vez aplicados se dispersen en el ambiente  vía atmósfera, 

suelos, sedimentos, y aguas costeras y subterráneas, dependiendo de sus 

propiedades fisicoquímicas. De este modo los residuos de plaguicidas 

permanecen en el ambiente por un tiempo prolongado (Konstantinou et al.,  

2006).  
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En general, se ha demostrado que los plaguicidas alteran el balance 

redox celular, ya que provocan efectos en algunas funciones neurológicas e 

inmunológicas mediante diferentes mecanismos, como: a) su conversión 

enzimática a productos secundarios y/ó especies reactivas del oxígeno (ROS, 

por sus siglas en inglés), b) por debilitamiento de defensas antioxidantes, y c) 

por  deterioro de la función de enzimas antioxidantes (Fig. 1) (Banerjee, 1999; 

Franco et al., 2009). 

 

 
Figura 1. Diagrama mostrando los efectos de los plaguicidas y sus metabolitos en los 

organismos (Tomado de Banerjee, 1999). 
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Los plaguicidas organofosforados presentan menor lipofília y persistencia 

en el ambiente en relación a los plaguicidas organoclorados utilizados 

anteriormente en la agricultura, por esta razón, los organofosforados se 

consideran la nueva generación de plaguicidas (Cerón et al. 1996). Sin 

embargo, éstos tienen mayor toxicidad, debido a que su principal mecanismo de 

acción es la inhibición de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), ocasionando a 

corto plazo importantes efectos adversos, debido a la hiperexcitación del 

sistema nervioso central  (Eto, 1974; Girón-Pérez et al., 2008).  

 

Un plaguicida organofosforado de amplio uso agrícola, doméstico y 

veterinario es el Diazinón (O, O-dietil O-(6-metil-2-{1-metiletil}-4-pirimidinil 

fosforotioato, C12H21N2O3PS).  Dentro de la escala toxicológica, está clasificado 

como moderadamente tóxico (categoría III y IV) (CICOPLAFEST, 2004), debido 

a que se degrada rápidamente. Sin embargo, el oxipirimidin, un metabolito del 

Diazinón es móvil y persistente en el ambiente, quedando disponible para 

organismos no blanco (EPA, 2004).  

 

En varios estudios de campo se ha documentado la presencia de estos  

compuestos en cuerpos de agua a concentraciones que pueden afectar la vida 

acuática. Los crustáceos, debido a la relación filogenética que tienen con los 

insectos, son más sensibles a los efectos tóxicos de muchos contaminantes en 

comparación con peces y moluscos (Couch, 1978). Con base a lo anterior, 

algunas especies de crustáceos, como L. vannamei, son considerados especies 

bioindicadoras. Esto se debe a que cumple con los criterios que definen a una 

especie bioindicadora como son: a) sus hábitos alimenticios y posición en la 

cadena trófica; b) su gran abundancia y amplia distribución geográfica a lo largo 

del litoral del Pacífico mexicano; c) sus patrones migratorios y susceptibilidad a 

condiciones ambientales adversas (Betancourt- Lozano y García de la Parra, en 

prensa). 
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Los crustáceos como el camarón dependen de un sistema inmunológico 

innato (respuestas celulares y humorales) para protegerse contra los diversos 

estresores bióticos o abióticos y de esta manera mantener su integridad 

corporal y homeostática (Ai et al., 2009). Dicho sistema emplea una diversa 

serie de respuestas con el objetivo de neutralizar y eliminar agentes extraños 

presentes en el organismo, tales como: fagocitosis, formación de nódulos y 

cápsulas, producción de péptidos antimicrobiales, melanización mediante el 

sistema profenoloxidasa y producción de ROS (Holmblad y Soderhall, 1999). 

 

Un importante mecanismo de defensa inmunológica en los crustáceos es 

la melanización, la cual está involucrada en el proceso de esclerotización de la 

cutícula y curación de heridas, así como también participa en la formación de 

nódulos, ó encapsulación (Sritunyalucksana y Soderhall, 2000). La melanina es 

el producto final del sistema profenoloxidasa, el cual es activado por 

componentes de la superficie de patógenos. Una vez activado el sistema, se 

inicia una cascada molecular durante la cual se pueden producir intermediarios 

tóxicos como quinonas y ROS (Jiravanichpaisal et al., 2006b; Costa et al.,  

2009). 

 

Las especies reactivas de oxígeno producidas durante la activación del 

sistema profenoloxidasa, durante la fagocitosis o como parte normal del 

metabolismo, representan un importante mecanismo citotóxico contra 

patógenos (Muñoz et al., 2000). Las concentraciones de ROS son reguladas 

por el sistema antioxidante, el cual tiene como función principal, mantener un 

balance entre la producción de ROS y la eliminación de éstos mediante los 

diferentes antioxidantes (Afonso et al., 2007). 

 

Un apropiado balance redox es crucial para la función normal de las 

células y tejidos. Sin embargo, cuando se presenta una excesiva producción de 

ROS, o el sistema antioxidante se debilita y pierde la capacidad de eliminar los 

ROS, ocurre una situación llamada: estrés oxidativo (Afonso et al., 2007; Franco 
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et al., 2009). El estrés oxidativo daña lípidos, comprometiendo la integridad de 

la célula, proteínas, ocasionando el malfuncionamiento de enzimas encargadas 

de realizar funciones celulares, ácidos nucleicos, lo cual origina mutaciones, 

rompimiento de cadenas de ADN dobles o sencillas, y eventualmente muerte 

celular.  

 

El daño oxidativo se puede evaluar midiendo la integridad o alteración de 

cualquiera de las tres moléculas mencionadas anteriormente. Sin embargo uno 

de los métodos más utilizados en estudios de monitoreo es la peroxidación de 

lípidos mediante la formación de malondialdehido, el cual es un subproducto de 

la peroxidación de lípidos (Esterbauer et al., 1991). 

 

El sistema antioxidante y el sistema inmune son considerados 

componentes esenciales en el mantenimiento del organismo (Mathew et al.,  

1997), sin embargo en camarones la información disponible sobre la integración 

de estos dos sistemas ante la presencia de un plaguicida es muy escasa 

comparado con lo que se conoce en peces y moluscos.  

 

En el presente estudio se utilizó al camarón blanco L. vannamei, para 

evaluar el efecto inmunotóxico ocasionado por el plaguicida organofosforado 

Diazinón, mediante la actividad de la Fenoloxidasa (FO) y el recuento total 

(RTH) y diferencial de hemocitos (RDH); así como un componente del sistema 

antioxidante, como la actividad de la superóxido dismutasa (SOD), y un 

indicador de daño oxidativo como lo es la peroxidación de lípidos (LPO).  
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II. GENERALIDADES 

 

2.1 Litopenaeus Vannamei 

 

 

El camarón blanco, L. vannamei, es un crustáceo tropical, cuya posición 

taxonómica se presenta en la Tabla 1.  

 

 

Tabla 1. Clasificación taxonómica de L. vannamei 

Phylum: Arthropoda 

Clase: Malacostraca 

Orden: Decapoda 

Suborden: Dendobranchiata 

Superfamilia: Penaeoidea 

Familia: Penaeidae 

Género: Litopenaeus 

Especie: vannamei 

 

 

El camarón blanco del Pacífico, L. vannamei, es nativo de la costa 

oriental del Océano Pacífico, desde Sonora, México hasta Tumbes, Perú en 

Sudamérica, donde la temperatura del agua normalmente es superior a 20 °C 

todo el año (FAO, 2006-2010). Habita fondos fangosos de la costa desde los 

tres hasta los 72 m en el mar abierto. Los camarones adultos viven y se 

reproducen en mar abierto hasta 32 km de la costa,  mientras que juveniles y 

postlarvas migran a estuarios y lagunas costeras debido a la mayor 

disponibilidad de recursos (Corona et al., 2000). Sus hábitos alimenticios 

cambian de acuerdo con su etapa de desarrollo, alimentándose desde 

fitoplancton o zooplancton en etapas larvales hasta poliquetos, moluscos e 

incluso pequeños peces en su etapa adulta (Bailey-Brock y Moss, 1992).  
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Debido a que esta especie tolera un gran intervalo de salinidades (entre 

1 a 50 ppm), y de que se obtienen buenos rendimientos de crecimiento, aún 

cuando está en cautiverio. Es por lo que esta es una especie importante para la 

acuicultura en varios países como Brasil, Ecuador, México, Estados Unidos, 

Tailandia y China (Jaime- Ceballos et al., 2008; Li et al., 2008).  

 

La pesca del camarón en el Pacifico mexicano es soportada por tres 

especies: L. vannamei (camarón blanco), L. stylirostris (camarón azul), 

Farfantepenaeus californiensis (camarón café), y en menor extensión 

Farfantepenaeus brevirostris (camarón cristal) y Trachypenaeus pacificus 

(camarón zebra) (Paéz- Osuna et al., 2003). No obstante en cuanto al cultivo de 

este crustáceo, la producción ha sido históricamente dominada por L. 

vannamei. 

 

En el cultivo de camarón, la sustentabilidad depende en gran medida del 

estado de salud de los organismos, el cual está fuertemente influenciado por 

alteraciones de los factores ambientales, los factores genéticos y la presencia 

de los compuestos químicos utilizados en la agricultura o en las propias granjas. 

Estas condiciones favorecen la presencia de patógenos como virus, bacterias y 

hongos, los cuales en los últimos años han provocado mortalidades masivas  en 

cultivos de camarón en varias partes del mundo (Lightner y Redman, 1998; 

Rodríguez y Le Moullac, 2000). 

 

 

2.2 Plaguicidas 

 

El término plaguicida se refiere a cualquier sustancia o mezcla de 

sustancias que es usada para controlar cualquier plaga, incluidos los vectores 

que transmiten enfermedades humanas y de animales, las especies no 

deseadas que causen perjuicio o que interfieran con la producción agropecuaria 
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y forestal. Sin embargo, en algunos casos, pueden tener un impacto letal o 

subletal en organismos no blanco (CICOPLAFEST, 2004).  

 

Con el inicio de la llamada Era de la Química Moderna, durante la 

Segunda Guerra Mundial, se comenzaron a utilizar los plaguicidas 

organoclorados (OC´s), como el DDT, para combatir el piojo del tifus y evitar la 

proliferación de epidemias y a su vez, se desarrollaron algunos compuestos 

organofosforados, como el tabún y el sarín, mejor conocidos como gases 

nerviosos, que eran utilizados como armas químicas (Ware y Whitacre, 2004).   

 

Dos décadas posteriores, hubo un uso indiscriminado de compuestos 

OC´s para combatir plagas principalmente en la agricultura, e incluso durante 

las campañas de salud donde se aplicaron para contrarrestar enfermedades 

como la malaria. Sin embargo, debido a sus propiedades fisicoquímicas, los 

compuestos OC´s eran difícilmente biodegradables, por lo que resultó una seria 

amenaza para la mayoría de las especies (Calva y Torres, 1998).   

 

Esto causó gran preocupación por lo que a finales de 1960, y principios 

de 1970, en países industrializados se empezaron a prohibir los plaguicidas 

organoclorados y fueron reemplazados por los plaguicidas organofosforados 

(OP‟s), debido a su rápida degradación y menor persistencia en el ambiente 

(Walker, 2001).  

 

Actualmente, de los 150 millones de km2 de la tierra, el 10 % está 

dedicado a la producción agrícola, donde la mayoría de la producción depende 

de la aplicación de plaguicidas para satisfacer las demandas del crecimiento de 

la población humana (Devine et al., 2007). En lo que se refiere a México, la 

tierra disponible para la agricultura es de unos 23 millones de ha, cerca del 12 

% de la superficie total del país. Según los datos disponibles, las regiones con 

mayor uso de plaguicidas son: Sinaloa, Chiapas, Veracruz, Jalisco, Nayarit, 

Colima, Sonora, Baja California, Tamaulipas, Michoacán, Tabasco, Estado de 
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México, Puebla y Oaxaca. En estas áreas se aplica el 80 % del total de 

plaguicidas usados en el país (González- Farías, 2003).  

 

2.2.1 Clasificación y propiedades de los plaguicidas 

  

Los plaguicidas, son sustancias que presentan diversas características y 

se han clasificado en grupos que básicamente dependen de su estructura. A su 

vez también pueden clasificarse según la plaga que combaten, su modo de 

acción, su toxicidad, o su persistencia. Sin embargo, la más utilizada está 

basada en su estructura química. De este modo se clasifican en: plaguicidas 

organoclorados, organofosforados, carbamatos, ácidos carboxílicos, piretroides, 

amidas, anilinas, derivados alquil de urea, compuestos heterocíclicos con 

nitrógeno, fenoles, imidas, y compuestos inorgánicos, entre otros (Tabla 2) 

(Walker, 2001; Bejarano- González, 2002).   

 

Tabla 2. Clasificación de los plaguicidas según varios criterios (tomado de Bejarano-
González, 2002). 

 

Clasificación de plaguicidas según: 

Organismos que 

afectan: 

Acaricidas, fungicidas, herbicidas, insecticidas, larvicidas, 

molusquicidas, nematicidas, ovicidas, rodenticidas. 

Su composición 

química: 

Insecticidas: organoclorados, organofosforados, 

carbamatos, piretroides. 

Herbicidas: bipiridilos, triazinas, fenoxiacéticos, 

dinitrofenoles. 

Fungicidas: ditiocarbamatos, ftalimidas, fenoles, 

clorobencenos. 

Su origen: Naturales o sintéticos 

Su modo de acción 

contra plagas: 

De contacto, sistémicos, de ingestión ó estomacales, 

residuales. 

Su persistencia: Ligera, poca, moderada, alta, permanente 

Su toxicidad (DL50): I (Sumamente tóxico), II (muy tóxico), III (moderadamente 

tóxico), IV (poco tóxico) 

Su concentración 

industrial: 

Plaguicida de grado técnico ó formulado 

Su formulación: Polvos, granulados, concentrados, aerosoles, fumigantes, 

cebos envenenados 
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Las  propiedades fisicoquímicas del plaguicida determinan su modo de 

acción y las consecuencias que el plaguicida puede tener sobre el ecosistema y 

organismos. Entre estas propiedades se pueden mencionar: el coeficiente de 

partición octanol- agua (Kow), la presión de vapor (Pv), la constante de Henry 

(H), el coeficiente de adsorción en suelos (Koc), la disociación e ionización, su 

degradabilidad, su volatilización, y su solubilidad en agua. Sin embargo, 

también hay que tomar en cuenta el modo, la frecuencia y el tiempo de 

exposición. 

 

La toxicidad del plaguicida también se ve influenciada por factores 

ambientales (la temperatura, el pH, la radiación solar) y también por modo y 

tiempo de exposición,  y por factores biológicos como: el estadio, el sexo, el 

ciclo reproductivo, el estado nutricional, entre otros (Van Leeuwen y Hermes, 

1995; Landis y Yu, 2004). Las consecuencias ecológicas originadas por el uso 

de plaguicidas causa gran preocupación, debido al daño ambiental generado a 

causa de su toxicidad (letal o subletal) ya sea directamente en especies que no 

son blanco, o de manera indirecta, al afectar a organismos que sirven de 

alimento a otros mayores en la cadena alimenticia (Corbera et al., 2007).  

 

 

2.2.2 Plaguicidas Organofosforados (OPs) 

 

Los plaguicidas organofosforados fueron desarrollados durante la 

segunda guerra mundial, tanto como insecticidas así como armas químicas, 

entre los que se encuentran el tabún, el sarín y el schradán. Entre 1950 y 1960 

aparecieron nuevos compuestos organofosforados, algunos de los cuales 

siguen vigentes hasta la fecha como el malatión y el paratión etílico (Bejarano- 

González, 2002).  

  

Los plaguicidas OP son químicos que contienen átomos de carbono, 

oxígeno, fósforo y azufre, son derivados del ácido fosfórico (H3PO4). Su fórmula 



22 

 

básica es la que se presenta en la figura 2a, en la cual R1 y R2, son grupos 

amino, alquilo, o alcoxil; X puede ser algún residuo ácido (Eto, 1974).  

 

 

 

Figura 2. a) Estructura general de los plaguicidas organofosforados, b) Estructura de 

subclases de organofosforados (tomado Walker, 2001). 

 

 

Cuando el átomo que se une al fósforo con el doble enlace que es el 

oxígeno, el compuesto se denomina oxón, el cual es un potente inhibidor de la 

colinesterasa, pero a su vez, en condiciones alcalinas, se favorece la hidrólisis 

del compuesto, debido a la posición del oxígeno.  Para hacerlos más resistentes 

a la hidrólisis, se ha sustituido al oxígeno por un átomo de azufre, clasificando a 

los compuestos como tiones, los cuales aunque son pobres inhibidores de la 

colinesterasa, pueden atravesar la membrana celular más rápidamente que los 

oxones (Fig 2b). En el ambiente los tiones son convertidos en oxones por 

acción de la luz solar y el oxígeno en el organismo son convertidos 

principalmente por acción de las monooxigenasas presentes en el hígado 

(Walker, 2001).  

 

Las vías de absorción de los organofosforados son oral, dérmica, e 

inhalación (Hurtado- Clavijo y Gutiérrez- Salazar, 2005). Una vez dentro del 

organismo, en general, son metabolizados por cuatro clases de reacciones: 1) 

reacciones que involucran las oxidasas de función mixta, 2) reacciones que 



23 

 

involucran hidrolasas, 3) reacciones transferasa, y 4) reacciones misceláneas. 

(Dauterman, 1971).  

 

 

2.2.2.1 Modo de acción de plaguicidas organofosforados: Inhibición de 

acetilcolinesterasa. 

 

Numerosas esterasas pueden reaccionar con los organofosforados y 

carbamatos por diferentes vías. Desde el punto de vista toxicológico, las 

esterasas se clasifican en tres categorías (Mineau, 1991; Peakall, 1992; 

Repetto, 1995):  

 

 Esterasas A: esterasas que hidrolizan ésteres con grupos arílicos, 

y pueden utilizar a los organofosforados como sustratos. 

  Esterasas B: esterasas que hidrolizan ésteres con radicales 

alquílicos y se inhiben con los organofosforados en una 

reacción que es dependiente del tiempo y temperatura. 

  Esterasas C: esterasas que prefieren ésteres acetato y no 

interactúan con los organofosforados.  

 

El mecanismo de toxicidad más aceptado para los plaguicidas 

organofosforados y carbamatos implica la inhibición de esterasas tipo B como la 

acetilcolinesterasa y la butirilcolinesterasa. El grupo de las B esterasas se 

caracterizan por tener un grupo hidroxil serina en el sitio activo (Jokanovic, 

2001; Domínguez et al.,  2010;). Actualmente las colinesterasas se clasifican 

dependiendo del sustrato de preferencia en dos grupos (Mineau, 1991; 

Jokanovic, 2001; Parveen y Kumar, 2005; Domínguez et al.,  2010):  

 Acetilcolinesterasa o acetilcolina acetilhidrolasa: enzimas que  

preferentemente hidrolizan esteres acetil tal como la acetilcolina. 
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Se encuentran en el tejido nervioso y las células sanguíneas de 

mamíferos.  

 Butirilcolinesterasa o acilcolina acilhidrolasa: enzimas que 

prefieren otros tipos de esteres tales como butirilcolina. También 

son conocidas como: pseudocolinesterasa, o colinesterasa no 

específica. Se encuentran en el plasma de vertebrados.  

 

La acetilcolinesterasa (AChE) se localiza en membranas pre y post 

sinápticas, aunque también se ha reportado que realiza algunas funciones no 

colinérgicas, por ejemplo procesos de adhesión y diferenciación celular, y 

neurogénesis (Gupta, 2006). Esta enzima desempeña un papel importante en el 

mantenimiento de la función normal nerviosa, debido a que a través de 

hidrólisis, remueve el exceso del  neurotransmisor acetilcolina de la hendidura 

sináptica y lo convierte en colina y ácido acético (Fulton y Key, 2001).  

 

La acetilcolina (ACh) es uno de los principales neurotransmisores en el 

sistema sensorial y neuromuscular en la mayoría de las especies. Los impulsos 

nerviosos estimulan la liberación de acetilcolina, la cual transmite el estímulo a 

través de la hendidura hacia el nervio adyacente o músculo celular (Fulton y 

Key, 2001; Parveen y Kumar, 2005). En invertebrados el papel que desempeña 

la acetilcolina como neurotransmisor no ha sido claramente definido, sin 

embargo, los crustáceos tienen motoneuronas excitatorias e inhibitorias que 

usualmente emplean otros transmisores, por lo tanto, la acetilcolina parece 

funcionar principalmente como un neurotransmisor para las fibras nerviosas 

aferentes (Mineau, 1991). 

 

La toxicidad que ejercen los organofosforados y carbamatos se debe a 

que éstos sirven como pseudosustrato, por lo tanto, se unen al sitio activo de la 

enzima acetilcolinesterasa que es un grupo hidroxil serina, y lo fosforilan 

formando un complejo irreversible. Cuando ocurre la fosforilación se dice que la 

enzima acetilcolinesterasa está inhibida. La reactivación espontánea de la 
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enzima puede presentarse cuando la enzima es desfosforilada. Sin embargo, 

cuando la enzima es desalquilada, no se produce la reactivación espontánea 

provocando una inhibición permanente y se dice que esta reacción es conocida 

como envejecimiento, tal como se observa en la Figura 3 (Mineau, 1991). 

 

Durante la inhibición de acetilcolinesterasa, se presenta una acumulación 

del neurotransmisor acetilcolina en la sinapsis (Domínguez et al., 2010). Esto  

provoca una continua estimulación de neuronas colinérgicas, lo cual, a su vez, 

provoca una alteración de la función del sistema nervioso, debido a que 

produce rápidas contracciones de músculos voluntarios seguido por parálisis de 

órganos blanco, ya sea en vertebrados e invertebrados. Posteriormente, se da 

el deterioro de funciones nerviosas, respiratorias y musculares en los 

organismos expuestos, incluso en algunos casos la muerte, especialmente 

cuando la actividad de la enzima disminuye más del 50% (Mineau, 1991; 

Walker, 2001).   

 

Los factores que causan la selectiva toxicidad del organofosforado para 

varias especies son el grado de inhibición de acetilcolinesterasa, así como la 

diferente destoxificación y absorción del compuesto  (Svoboda et al.,  2001). 
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Figura 3. Principal mecanismo de acción que ejercen los plaguicidas 

organofosforados: inhibición de la enzima acetilcolinesterasa (AChE). 

 

 

2.2.3 Plaguicida Organofosforado Diazinón 

 

Un plaguicida ampliamente usado en la agricultura es el Diazinón O, O-

dietil O-(6-metil-2-{1-metiletil}-4-pirimidinilfosforotioato, C12H21N2O3PS (Fig. 4). 

Este plaguicida fue descubierto en 1952 por Gysin, pero fue registrado hasta 

1956 para el control de insectos y plagas de frutas, vegetales, forrajes y campos 

cultivados, así como también en uso doméstico para el control de plagas (Eto, 

1974). Basándose en la información disponible, la EPA (2004) reportó que de 

1987 a 1997, el total anual de Diazinón uso doméstico en Estados Unidos,  fue 

de más de 13 millones de libras de ingrediente activo y la mayor cantidad fue 

usado por propietarios de vivienda (39 %), jardineros (19 %), controladores de 

plagas (11 %) y uso agrícola (31 %).     
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Figura 4. Estructura del Diazinón (Tomado de Galloway y Handy, 2003). 

 

 

El Diazinón se degrada rápidamente, por tal motivo está clasificado como 

moderadamente tóxico (categoría III y IV) (CICOPLAFEST, 2004), sin embargo 

bajo condiciones de menor  temperatura (≤ 20°C), baja humedad (< 60% de la 

capacidad de campo), alta alcalinidad (pH 7-9) y falta de degradadores 

biológicos adecuados, puede permanecer biológicamente activo por seis o más 

meses (Aydin y Koprucu, 2005; Durmaz et al., 2006).  

 

El Diazinón tiene una amplia gama de usos, por lo cual puede ejercer su 

toxicidad sobre humanos, así como también para un gran intervalo de 

organismos no blanco, tales como invertebrados, peces, aves y mamíferos. 

Esto se debe a que después de su aplicación en cultivos y plantas, es 

fácilmente arrastrado hacia aguas subterráneas y aguas superficiales y de esta 

manera entra eventualmente al ambiente acuático en grandes cantidades (Pan 

y Dutta, 1998; Dutta y Meijer, 2003; Osterauer y Kohler, 2008).  

 

La alta toxicidad y la poca especificidad que poseen los 

organofosforados, como el Diazinón, han originado preocupaciones acerca de 

sus potenciales efectos adversos en organismos no blanco (Xuereb et al.,  

2009) y desafortunadamente, este plaguicida se ha encontrado recientemente 

Tabla 3. Propiedades físico- químicas Diazinón 

Punto ebullición: 83- 84°C 

Punto de fusión: Se descompone >20°C 

Peso molecular: 304.3 

Constantes de 

Disociación: 

 

Koc 3.81 

Solubilidad: 68.8 mg/ l a 20°C. 

Presión de vapor: 8.4 x 10
-5

 mm Hg a 20°C. 

Constante Ley Henry: 1.13 x 10
-7

 atm m
3
/ mol 

calculado. 
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en áreas costeras y estuarinas de Sinaloa cercanas a valles agrícolas 

(González- Valdivia, 2007). 

 

 

2.3 Sistema Inmunológico de crustáceos 

 

La función del sistema inmunológico es mantener la individualidad 

biológica protegiendo a los organismos multicelulares de agentes extraños. Este 

sistema se clasifica en inmunidad innata ó natural e inmunidad adaptativa ó 

adquirida. El sistema inmunológico innato, a su vez, se divide en respuestas 

humorales y celulares, que en conjunto reconocen y destruyen el material no 

propio. Los crustáceos, como los camarones peneidos, presentan solamente un 

eficiente sistema inmunológico innato en la hemolinfa (Lee y Soderhall, 2002), 

dentro de la cual, los hemocitos circulantes son los responsables de las 

respuestas innatas humorales y celulares, removiendo los patógenos u otras 

partículas extrañas (Li et al.,  2009).  

 

Las respuestas celulares inmunes involucran diferentes tipos de 

hemocitos, los cuales participan en la eliminación de patógenos por medio de 

actividades como la fagocitosis, la encapsulación, la formación de nódulos, y 

reacciones citotóxicas. Por otro lado, las respuestas humorales incluyen 

proteínas anticoagulantes, aglutininas, profenoloxidasa, péptidos 

antimicrobianos (AMPs), inhibidores de proteasas, ROS, entre otros (Holmblad 

y Söderhäll, 1999; Jiravanichpaisal et al.,  2006).  

 

La entrada del material extraño (ya sean patógenos ó contaminantes) 

ocurre a través de la alimentación, pero también se ve favorecido cuando el 

organismo presenta heridas ó durante el proceso de muda, aprovechando el 

desprendimiento de la cutícula, la cual es una superficie externa, dura y 

resistente que sirve como barrera para evitar la entrada de patógenos al 
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hemocele (Holmblad y Soderhall, 1999). Una vez que el material extraño ha 

sobrepasado la cutícula, el sistema inmunológico es activado por patrones 

moleculares asociados a patógenos (PMAP), tales como lipopolisacáridos 

(LPS), peptidoglucanos (PG) Y β-1-3- glucanos (βG), que están presentes en la 

superficie celular de bacterias y hongos, respectivamente (Fig. 5) (Lee y 

Soderhall, 2002).  

 

Los PMAP se unen a receptores presentes en la superficie de los 

hemocitos, llamados proteínas receptoras de patógenos (PRP); cuando se 

presenta este enlace, los hemocitos semigranulares son los primeros que  

reaccionan mediante exocitosis y de esta manera liberan componentes del 

sistema proFO, así como también ciertas proteínas, como la peroxinectina, la 

cual participa en adhesión celular y tiene actividad opsónica y peroxidativa 

(Johansson y Soderhall, 1989; Le Moullac y Haffner, 2000). 

 

La peroxinectina se activa al ser liberada por los hemocitos 

semigranulares en la hemolinfa e induce a los hemocitos granulares para que 

se desgranulen y liberen los componentes del sistema proFO. Además, esta 

proteína provoca que los hemocitos hialinos realicen la primer respuesta celular 

que es la fagocitosis. Cuando los microorganismos son grandes y no pueden 

ser fagocitados, se promueve la encapsulación, donde los hemocitos forman 

varias capas envolviendo al patógeno, para aislarlo y posteriormente destruirlo 

a través de moléculas tóxicas (Vargas-Albores y Barracco, 2001). Cuando los 

microorganismos están presentes en grandes concentraciones, el sistema 

proFO es activado y frecuentemente los nódulos o cápsulas formadas se 

melanizan por la activación de este sistema (Jiravanichpaisal et al., 2006). 
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Figura 5. Activación del sistema inmunológico ante la presencia de patógenos y 

activación del sistema profenoloxidasa (tomado de Morales y Cuéllar-Anjel,  2008). 

 

 

2.3.1 Hemocitos 

 

Los hemocitos desempeñan una importante función en la defensa 

inmunológica de los invertebrados. Estas células protegen a los organismos 

contra microorganismos invasores participando en el reconocimiento, 

fagocitosis, melanización y citotoxicidad (Cerenius y Soderhall, 2004). Son 

transportadas desde el tejido hematopoyético (lugar donde son producidos), 

hasta la hemolinfa y otros tejidos, mediante el sistema de circulación abierto 

que presenta el camarón.  
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En crustáceos decápodos las reacciones inmune celulares comprenden 

tres tipos de hemocitos circulantes: células hialinas (HH), células 

semigranulares (HSG), y células granulares (HG). Sus características de 

acuerdo a su morfología y funciones se muestran en la tabla 4.  

  

Tabla 4. Los diferentes tipos de hemocitos, sus características y función  

 

Tipo de célula Características  Función 

Hemocitos 
Hialinos (HH) 

 

Ausencia de 
gránulos. 
Núcleo amplio 
No son 
refringentes 

Tienen capacidad 
fagocítica 

Hemocitos 
Semigranulares  

(HSG) 

 

 

 

Gránulos 
pequeños 
Núcleo esférico o 
en forma de 
herradura 
Poca refringencia 

Poca actividad fagocítica 
Participan en la 
encapsulación 
Reaccionan primero 
durante la respuesta 
inmune, y estimulan a los 
granulares por la 
liberación de proteínas 
(76kDa ó peroxinectina 
entre otras) y 
componentes del 
sistema profenoloxidasa 
(ppa y proFO) 

Hemocitos 
Granulares 

(HG) 

 

Muchos gránulos 
grandes 
Núcleo y forma 
esférica 
Mucha 
refringencia 

Liberan componentes del 
sistema profenoloxidasa 
(la enzima activadora 
inactiva de la 
fenoloxidasa ppA y la 
enzima inactiva proFO) 

Referencias: Soderhall y Cerenius, 1992; Bachere et al., 1995; Holmblad y 
Soderhall, 1999.  

 

 

El número de hemocitos libres puede variar y en el caso de infecciones, 

estos pueden disminuir dramáticamente, de esta manera es necesario que 

nuevos hemocitos compensen esas disminuciones, por lo tanto son liberados 

continuamente del tejido hematopoyético (Johansson et al., 2000). La 

hematopoyesis es el proceso por el cual los hemocitos se producen y 

subsecuentemente entran en la circulación. El proceso de formación y 
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maduración de hemocitos no es muy claro; sin embargo Van de Braak et al.,  

(2002) mencionan que en el tejido hematopoyético se encuentran las células 

precursoras de los diferentes tipos de hemocitos, que son considerados los 

hemocitos jóvenes. Cuando son liberados dentro de la hemolinfa, los hemocitos 

jóvenes, conocidos como hialinos, se desarrollan y se convierten en hemocitos 

semigranulares; posteriormente una proporción de estos son transportados al 

tejido conectivo donde maduran y se convierten en hemocitos granulares (Fig. 

6). 

 

 
Figura 6. Diagrama que representa el proceso de maduración de hemocitos (tomado 

de Van de Braak et al.,  2002).   
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2.3.2 Sistema profenoloxidasa 

 

Una de las principales respuestas inmunológicas en crustáceos es la 

melanización de patógenos y tejidos dañados, que además puede funcionar 

como atrapador de radicales libres (Vázquez et al., 1998). Este importante 

proceso es controlado por la ruta de activación de la proFO, la cual es una 

cascada de fenoloxidación que comprende patrones de reconocimiento de 

proteínas, varias serinas- proteasas, sus inhibidores y los zimógenos de proFO. 

El producto final de esta cascada es la melanina, la cual es un pigmento oscuro, 

que continuamente puede observarse en la cutícula. 

 

En la mayoría de los crustáceos, la activación del sistema 

profenoloxidasa es efectuada principalmente por los hemocitos granulares y en 

menor proporción por los hemocitos semigranulares; ambos tipos de hemocitos, 

por medio de exocitosis liberan los componentes de este sistema, tales como el 

zimógeno profenoloxidasa (proFO) y la enzima activadora del sistema 

profenoloxidasa (ppA) (Johansson y Soderhall, 1989). La ppA es una serina- 

proteasa que después de ser liberada en la hemolinfa, puede activarse por 

medio de los patrones moleculares asociados a patógenos (PMAP), 

convirtiendo la proFO a su forma activa fenoloxidasa (FO) (Soderhall y 

Cerenius, 1998). 

 

 La fenoloxidasa (FO; monofenol dihidroxifenilalanina) inicia una serie de 

reacciones, entre ellas la hidroxilación de monofenol a o- difenol (actividad 

monofenoloxidasa) y posteriormente participa en la oxidación de o- difenol a o- 

quinona (actividad difenoloxidasa). La producción de o- quinonas es importante 

para la esclerotización cuticular, curación de heridas y encapsulación, y es un 

paso inicial de una cascada de reacciones bioquímicas no mediadas por 

enzimas que dan como producto final la melanina (Lee y Soderhall, 2002).  
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2.4 Estrés Oxidativo 

 

En los organismos aeróbicos, la mayor parte del oxígeno molecular 

experimenta una reducción tetravalente hasta formar agua. Sin embargo la 

reducción parcial por medio de varios procesos endógenos conduce a la 

producción constante de pequeñas cantidades de diferentes especies 

oxigenadas altamente reactivas llamadas oxiradicales, los cuales comprenden 

tanto radicales como especies no radicales. Se ha estimado que 

aproximadamente del 1 al 3 % del oxígeno consumido por los organismos es 

convertido a ROS (Fig. 7) (Livingstone, 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Reducción tetravalente del oxígeno y las principales especies reactivas 

formadas.  

 

 

Los ROS son radicales de oxígeno que poseen electrones libres o no 

pareados en su órbita más externa, lo que les confiere una elevada capacidad 

de reaccionar con estructuras y compuestos, tales como: los lípidos, las 

proteínas, los carbohidratos y los nucleótidos los cuales son importantes 

constituyentes de membranas, enzimas y ADN respectivamente (Song et al.,  

2003).  
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Cuando la producción de ROS excede la capacidad de los sistemas de 

defensa antioxidante en los organismos se produce estrés oxidativo. Esto 

también sucede cuando los organismos se encuentran expuestos a 

contaminantes con diferentes grados de toxicidad ocasionando efectos 

adversos y enfermedades a los organismos. 

 

Dentro de los principales ROS se incluyen anión radical superóxido (O2
-

•), radical hidroxil (OH•), radical peroxil (RO2), radical alcoxil (RO), radical 

hidroperoxil (HO2), peróxido de hidrógeno (H2O2), ácido hipocloroso (HOCl), 

oxígeno singulete (O2•) y peroxinitrito (ONOO-). Todas estas especies reactivas 

de oxígeno comúnmente sirven como mensajeros en funciones celulares 

normales, ya que intervienen en la respiración, y además participan en 

reacciones de defensa (Campa- Córdova et al.,  2002). El radical hidroxilo (OH•) 

es uno de los oxidantes más potentes, capaz de reaccionar con muchas 

moléculas orgánicas, como: las macromoléculas celulares, la degradación de 

proteínas, la inactivación enzimática, la peroxidación de lípidos, los daños al 

ADN y por último la muerte de la célula (Winston y Di Giulio, 1991). 

 

Las enzimas antioxidantes tienen un papel crucial en mantener la 

homeostasis celular. Estos sistemas se encargan principalmente de mantener el 

balance entre la producción y la eliminación de los ROS. Dichos sistemas 

pueden ser inducidos después de exposición a contaminantes, reflejando una 

adaptación de las especies a su ambiente (Doyotte et al., 1997). 

 

Los antioxidantes se clasifican tres grupos que son (Afonso et al.,  2007) 

(Fig. 8): 

  Enzimas antioxidantes como: la superóxido dismutasa (SOD), la 

catalasa (CAT), la Glutatión peroxidasa (Gpx), la Glutatión 

reductasa (Grx), entre otras.  

 Antioxidantes hidrosolubles como: el Glutatión (GSH), la vitamina 

C y el ácido úrico.  
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 Antioxidantes liposolubles como: la vitamina E, los carotenoides y 

la bilirubina.  

 

 

 
 
Figura 8. Principales enzimas antioxidantes involucradas en el mantenimiento del 

balance redox (tomado de Afonso et al., 2007). XO= xantina oxidasa, P-450= 

monooxigenasas P-450, GPx= Glutatión peroxidasa, GSH= glutatión, GSSG= glutatión 

oxidado, GSR= glutatión reductasa. 

 

 

Los ROS tienen poderosa actividad microbicida. Este proceso es 

conocido como estallido respiratorio y el anión superóxido es el primer producto 

de este proceso (Muñoz et al., 2000). En los crustáceos, el estallido respiratorio 

es producido por la estimulación de partículas fagocíticas o por la presencia de 

PMAP, como los lipopolisacáridos o los beta glucanos. La estimulación conduce 

a un elevado consumo de oxígeno, el cual es producto de la reducción 
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catalizada por  una enzima unida a la membrana, NADPH oxidasa, dando el 

anión radical superóxido (O2
-•), y posteriormente por medio de varias 

reacciones se produce H2O2, O2•, OH• y otros productos (Pipe, 1992; Muñoz et 

al.,  2000). 

 

 

2.4.1 Enzima antioxidante Superóxido Dismutasa (SOD) 

 

La enzima antioxidante superóxido dismutasa (SOD) es una enzima que  

posee la capacidad de dismutar el anión superóxido en 2 pasos, para generar el 

peróxido de hidrógeno y agua. Las SODs son un grupo de metaloenzimas que 

se clasifican en tres grupos, dependiendo de su ión metálico (Campa- Córdova 

et al.,  2005):  

 Mn-SOD: presente en las mitocondrias, y utiliza el manganeso 

como cofactor. Proporciona protección contra los ROS generados 

por hiperoxia.  

 Fe-SOD: presente en bacterias.  

 Cu/ZN-SOD: presente en eucariotas. Esta se subdivide en:  

  Citosólica: tiene un papel central en supervivencia celular y 

crecimiento. Responde a varias fuentes de estrés. 

  Extracelular (EC-SOD): participa en la destrucción de 

microorganismos ingeridos o encapsulados durante el 

estallido respiratorio. 

 

 

Figura 9. Dismutación del radical hidroxilo en peróxido de hidrógeno y agua. 
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Todas las familias de la SOD tienen un mecanismo similar, en el cual el 

metal del sitio activo es reducido por un anión superóxido y posteriormente es 

reoxidado por el siguiente anión superóxido. Por lo tanto, el sitio activo del metal 

(ya sea manganeso, fierro, cobre, ó zinc) actúa como mediador pasando un 

electrón de un O2•
- al siguiente (Fridovich, 2004).  

 

2.4.2 Peroxidación lipídica 

 

La peroxidación de lípidos es uno de los procesos más estudiados que 

son inducidos por radicales libres. Las especies reactivas de oxígeno 

reaccionan fácilmente con los fosfolípidos de la membrana, especialmente con 

los ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs, por sus siglas en inglés), que son 

altamente susceptibles a reacciones de oxidación. La peroxidación de lípidos 

conduce a una serie de reacciones en cadena generando gran cantidad de 

productos que son muy sensibles a reacciones de oxidación (Barata et al.,  

2005), algunos de ellos reaccionan con proteínas y ADN. 

 

Los lípidos oxidados pueden iniciar una cadena de reacciones que 

finalmente dan como resultado el daño oxidativo. En este proceso se distinguen 

tres fases que son: iniciación, propagación, y terminación. Durante la fase de 

iniciación, se forma un radical orgánico (L•) debido a la interacción del radical 

hidroxilo con el ácido graso poliinsaturado. Una vez formado el radical orgánico, 

comienza la fase de propagación (Ec. 1). 

 

LH + HO•  →  L• + H2O (ecuación 1) 

L H = ácido graso poliinsaturado 

L• = radical orgánico 

 

En la fase de propagación el radical orgánico puede combinarse o 

adicionarse con el oxígeno formando radicales peroxil lipídicos (LOO•) (Ec. 2) 
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Estos LOO•, tienen la capacidad de captar un átomo de hidrógeno de la 

molécula lipídica siguiente y de esta manera se forman los hidroperóxidos 

(LOOH) (Ec. 3). 

 

L• + O2 → LOO• (radical peroxil lipídico) (ecuación 2) 

LH + LOO• → L• + LOOH (hidroperóxido lipídico) (ecuación 3) 

 

La fase de terminación de la peroxidación de lípidos es el resultado de 

interacciones de radicales con los lípidos y/ o la formación de especies no 

radicales como los hidroperóxidos lipídicos por los radicales peroxil lipídicos. El 

hidroperóxido lipídico formado (LOOH) se descompone fácilmente en varias 

especies reactivas como los radicales alcoxil lipídicos (LO•), aldehídos como el 

malondialdehido (HOC-CH2-CHO), alcanos, epóxidos lipídicos y alcoholes 

(Esterbauer et al., 1991; De Zwart et al., 1999). 
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III. ANTECEDENTES 

 

La acuicultura del camarón tuvo sus inicios en 1970, como una actividad 

industrial y se desarrolló rápidamente. La camaronicultura se lleva a cabo en 

países tropicales en el sureste de Asia, en países como México y países del 

centro y sur de América (Bachere, 2000). En México, la mayoría de las granjas 

de camarón están localizadas en el noroeste, en estados como Baja California y 

Baja California Sur, Sonora, Sinaloa y Nayarit, donde hay cerca de 250 granjas 

de camarón construidas en la costa de sistemas estuarinos-lagunares donde 

hay un importante suplemento de agua de mar o salobre (Páez-Osuna et al.,  

2003).  

 

En la actualidad, la producción generada por acuicultura es afectada por 

problemas relacionados con la degradación ambiental y puede tener un impacto 

negativo en la salud del camarón cultivado (Lightner, 1998), debido a que 

favorece la prevalencia de enfermedades infecciosas causadas por agentes 

vivos como bacterias, virus y hongos. Así mismo enfermedades no infecciosas 

causadas por contaminantes de actividades industriales, asentamientos 

humanos y escorrentías agrícolas (Bachere, 2000; Graslund, y Bengtsson, 

2001).   

 

En la costa noroeste de México se encuentran cinco importantes valles 

agrícolas como lo son Mexicali, Yaqui, Mayo, Del Fuerte y Culiacán, donde se 

aplica una gran cantidad de plaguicidas, por lo tanto, los plaguicidas son uno de 

los contaminantes que pueden ser peligrosos para las granjas de camarón 

(Páez- Osuna et al., 1998).  

 

El estado de Sinaloa es uno de los estados más activos de México en 

cuanto a agricultura se refiere por el valle agrícola de Culiacán, sin embargo, 

hay poca restricción y control gubernamental en cuanto al uso de plaguicidas 
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(Galindo-Reyes et al.,  2002). En algunos estudios realizados en zonas costeras 

del estado se ha comprobado la presencia de diversos tipos de plaguicidas 

organofosforados en sedimentos, lo cual causa gran preocupación debido a que 

estos compuestos generalmente se degradan rápidamente. 

 

González-Valdivia, 2008 caracterizó los tipos de plaguicidas utilizados 

frecuentemente en el área del valle agrícola de Culiacán, para ello se tomaron 

muestras de sedimentos de diferentes granjas en Octubre del 2006 y Marzo del 

2007. En ambos muestreos los resultados indicaron que los organofosforados 

se encontraron en más altas concentraciones, siendo el Diazinón uno de los 

compuestos más frecuentes y presentó las concentración más alta (774.27 y 

628.64 ng / p peso seco), sobrepasando los límites permisibles. Así mismo; 

Cervantes Mojica, 2008, analizó sedimentos de la parte baja y alta de diferentes 

drenes agrícolas en la zona costera de Ensenada del Pabellón, reportando altas 

concentraciones de Diazinón (347.87 ng/ g peso seco). 

 

Con la constante presencia de Diazinón en los ecosistemas costeros, los 

organismos pueden estar expuestos a concentraciones subletales del 

plaguicida y así debilitar de alguna manera el sistema inmunológico causando 

disminución en su crecimiento y reproducción, cambios en el comportamiento ó 

en los hábitos de alimentación, y finalmente favorecer los patógenos 

oportunistas. 

 

La concentración letal media (CL50) de Diazinón varía extensamente 

entre las especies, ya que depende de la etapa de vida del organismo, el peso, 

el sexo, así como también de las condiciones climáticas. Algunas CL50 de 

Diazinón en diferentes especies acuáticas se presentan a continuación (Tabla 

5):  
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Tabla 5. Valores de toxicidad aguda (LC50) del Diazinón en diferentes especies. 

 
Especie 24h 48h 72h 96h Referencia 

 

 

Invertebrados 

C. dubia  
0.92 
µg/ l 

  (2) 

D. magna  
2.39 
µg/ l 

  (2) 

H. azteca  
15.07 
µg/ l 

  (2) 

C. tentans  
52.47 
µg/ l 

  (2) 

L. vannamei 
0.0741 
mg/ l 

0.0207 
mg/ l 

  (1) 

C. laevis 
0.76 
µg/ l 

  
0.59 
µg/ l 

(7) 

 
 
 
 

Vertebrados 

P. promelas  
15,940 

µg/ l 
  (2) 

Silurus glanis 
 

12.487 
mg/ l 

8.932 
mg/ l 

6.326 
mg/ l 

4.142 
mg/ l 

(5) 

O. niloticus    
7.830 
ppm 

(6) 

 
C. 

carpio 

Larvas 
3.688 
mg/ l 

2.903 
mg/ l 

2.358 
mg/ l 

1.530 
mg/ l 

(4) 

Juveniles    
26.7 

mg/ l 
(3) 

(1) Osuna et al., 1997; (2) Bukerpile et al., 2000; (3) Svoboda et al., 2001; (4) Aydin y 
Koprucu, 2005; (5) Koprucu et al., 2006; (6) Girón-Pérez et al., 2007; (7) Sucahyo et al.,  
2008.   

 

 

Los camarones son más sensibles a los efectos tóxicos en comparación 

con otros organismos, debido a la relación filogenética que tienen con los 

insectos (Hatakeyama y Sugaya, 1989). Sin embargo, la  información en cuanto 

al plaguicida Diazinón en camarón es escasa y se enfoca principalmente a la 

concentración letal media (CL50) como el de Sucahyo et al. (2008) con la 

especie C. laevis, y Osuna et al., (1997) con la especie L. vannamei. 

 

No obstante a lo anterior, existen una gran variedad de estudios de 

laboratorio con diversas especies de camarón expuestos a plaguicidas 

organofosforados que demuestran cambios en los procesos fisiológicos tales 

como actividad enzimática, metabolismo oxidativo, consumo de oxígeno, 

osmorregulación entre otros.  Algunos de ellos se presentan a continuación: 
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El camarón del Pacífico L.  vannamei, se utilizó para probar la toxicidad 

aguda y subletal del Tilt, el cual es una formulación comercial del fungicida 

Propiconazol. Los organismos se expusieron a toxicidad aguda durante 10 días 

y toxicidad subletal durante 32 días; además se determinó la concentración letal 

media (CL50) para diferentes tiempos de exposición. Los resultados 

presentaron una CL50 24 h de 1167 µg/ l y una concentración umbral de CL50 

a las 72 h de 1043 µg/ l. La exposición subletal fue realizada con 

concentraciones de Propiconazol en un intervalo de 367 a 825 µg/ l. Los 

organismos en la mayoría de los tratamientos presentaron un incremento 

significativo en la duración de intermuda comparado con aquellos del grupo 

control, aunque no se vio una respuesta dependiente de la concentración. Los 

camarones expuestos a concentraciones subletales de este fungicida 

presentaron deformidades morfológicas, con una correlación significativa entre 

la concentración y las deformidades del rostrum, pereópodos y urópodos. En 

general, los resultados indican que los efectos potenciales del Tilt en el 

camarón, se dan particularmente en un largo tiempo de exposición (Betancourt- 

Lozano et al., 2006).  

 

Se evaluaron los efectos subletales del metilparatión (0.62 y 1.31 µg de 

metilparatión / g peso seco de alimento) en respuestas bioquímicas (AChE) y 

fisiológicas (intervalo de alimentación, de egestión, e índice hepatosomático) en 

juveniles de L. vannamei. El intervalo de alimentación fue menor en los 

controles que en los tratamientos, contrario a lo que sucedió con el índice 

hepatosomático, donde los controles presentaron valores significativamente 

altos comparados con los tratamientos. Mientras que para el intervalo de 

egestión no se obtuvieron diferencias significativas entre el control y los 

tratamientos. En cuanto a la actividad de AChE, en los controles se presentaron 

valores significativamente más altos que en los tratamientos. Los resultados de 

este estudio, muestran que el metilparatión puede provocar efectos adversos en 

el camarón. Además la exposición por alimentación puede ser un procedimiento 
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toxicológico que ayude a simular escenarios de exposición más realísticos 

(Comoglio et al., 2005). 

 

Roque et al., (2005), realizaron un estudio con la finalidad de investigar la 

susceptibilidad de L. vannamei a la bacteria Vibrio parahemolíticus, cuando es 

expuesto a metilparatión. Determinaron una concentración subletal a 96 h que 

fue de 1.56 µg/ g esta concentración fue usada en el experimento de 

susceptibilidad, donde los camarones recibieron el metilparatión y 

posteriormente, fueron inyectados con la bacteria V. parahemolíticus. Los datos 

obtenidos demuestran que existe una correlación entre la actividad de AChE  y 

la mortalidad. La concentración de 0.1 µg/ g causó una inhibición de 57.12 %. Y 

las mortalidades acumuladas aumentaron en los tratamientos que combinan la 

exposición al tóxico y la bacteria en comparación con los que tienen sólo el 

tóxico ó la bacteria. 

 

Galindo- Reyes et al., (2000) expusieron al camarón L. vannamei a los 

plaguicidas: DDT (2 µg/ l), Lindano (0.45 µg/ l), Lorsban (4 µg/ l), Gusatión (10.1 

µg/l), Folidol (7.5 µg/ l), y Diazinón (12 µg/ l). Posteriormente a las 24 h post 

exposición, realizaron pruebas enzimáticas (AChE) y de osmorregulación con 

50, 30 y 10 ‰. De las pruebas enzimáticas se obtuvo una actividad de 

acetilcolinesterasa reducida  en los camarones expuestos a todos los 

plaguicidas con valores entre 11 a 2 unidades/ ml.  Mientras que la 

osmorregulación a 50 ‰, fue reducida en los plaguicidas organoclorados (DDT, 

Lindano, Lorsban), y por lo contrario, incrementó en los plaguicidas 

organofosforados (Diazinón, Folidol, y Gusatión). En la menor salinidad (10 ‰) 

todos los plaguicidas excepto el DDT, disminuyeron la capacidad de 

osmorregulación; y para las 30 ‰, no se observaron diferencias significativas 

entre organoclorados y organofosforados.    

 

En el camarón blanco L. vannamei se evaluó la producción de aniones 

superóxido (O2•
-) producidos por los hemocitos ante la presencia de bacterias y  
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un químico. En primer lugar, se establecieron parámetros óptimos como el 

número de hemocitos, tipo de medio de incubación, tipo y concentración de 

estimulantes, entre otros. Los resultados muestran que los hemocitos que 

recibieron experimentalmente un estimulante, presentaron una alta actividad 

basal. Usando inhibidores específicos, las actividades variaron fuertemente 

entre individuos. Mientras que el efecto del camarón ante una cepa de V. 

anguillarum y una cepa de V. alginolyticus presentaron claras reacciones, en la 

producción de O2•
- . Una cepa de V. harveyi, no provocó la producción de O2•

-  

en los hemocitos. Por su parte, el fungicida Propiconazol ó Tilt provocó una 

reducción del nitroblue tetrazolio de manera dependiente de la dosis. Sin 

embargo cuando se adicionó estimulante PMA el Tilt redujo significativamente 

la  reacción (Muñoz et al., 2000). 

  

Galindo-Reyes y colaboradores (1996) realizaron un estudio para evaluar 

los efectos de toxicidad de algunos plaguicidas en el camarón L vannamei, los 

cuales fueron expuestos a Clordano, DDT, Lorsban y Lindano para estimar la 

concentración letal 50 (CL50) a 48h. Las CL50 fueron: 0. 0.0632, 0.0087, 

0.0048 and 0.0039 mg/ l respectivamente, para cada plaguicida. Los camarones 

tratados con concentraciones subletales de plaguicidas presentaron cambios en 

la respiración y en la cantidad de proteína, de lo cual se obtuvo que el 

porcentaje de proteína de los camarones expuestos disminuyó 28.5, 41.8, 36.9, 

y 37.6 para los camarones expuestos a Clordano, DDT, Lorsban y Lindano, 

respectivamente, además los camarones tratados con plaguicidas registraron 

un aumento en la respiración comparado con los controles.   

 

Estos resultados en conjunto indican que la contaminación por 

plaguicidas representa un peligro potencial para la pesca y acuacultura del 

camarón en Sinaloa. 
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IV. HIPÓTESIS 

 

Dado que el sistema inmune de los camarones es considerado el 

principal sistema de defensa ante estresores y posee un sistema colinérgico, 

entonces la exposición previa a componentes anticolinérgicos (como los 

organofosforados) debilitará el sistema de defensa. 

  

La exposición a organofosforados podría afectar la capacidad del sistema 

antioxidante para contrarrestar el estrés oxidativo. 
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V. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo General 

 

Evaluar el efecto inmunotóxico en juveniles de L. vannamei por su exposición al 

plaguicida organofosforado Diazinón.   

 

 

5.2 Objetivos Particulares 

 
1)  Calcular la dosis letal media (DL50) del Diazinón en juveniles de L. 

vannamei. 

 

2) Evaluar el efecto de la exposición al organofosforado Diazinón en la 

hemolinfa y músculo de L. vannamei, mediante la actividad de la enzima 

acetilcolinesterasa (AChE). 

 

3) Evaluar las respuestas del sistema inmune por medio de la actividad de la 

Fenoloxidasa y el recuento total y diferencial de hemocitos. 

 

4) Evaluar el sistema antioxidante mediante la actividad de la enzima 

superóxido dismutasa (SOD), como una respuesta ante la presencia del 

plaguicida. 

 

5) Evaluar la peroxidación de lípidos como un indicador de estrés oxidativo. 
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VI. METODOLOGIA 

 

6.1 Organismos de Estudio 

 

Los organismos juveniles de L. vannamei (12-15 g) fueron obtenidos de 

un laboratorio comercial, y se trasladaron al laboratorio de bioensayos del CIAD 

Mazatlán en un tanque de fibra de vidrio con aireación constante, agua a 34 ‰, 

y a 27°C. Posteriormente, al llegar a la sala de bioensayos, se distribuyeron en 

tres tanques de fibra de vidrio con capacidad de 250 l. Los tanques fueron 

continuamente suministrados con agua de mar filtrada, a las mismas 

condiciones de temperatura y salinidad, irradiada con UV, y un fotoperiodo de 

12 h luz, 12 h oscuridad. Diariamente se realizó un  intercambio de agua del 

75%. 

 

Los camarones fueron alimentados diariamente dos veces (2% de su 

biomasa) con una dieta de alimento comercial con 40% de proteína (API- 

CAMARON, Malta Cleyton). Los restos de alimento y las heces fecales fueron 

removidos diariamente por sifoneo, al mismo tiempo que hacía recambio de 

agua. 

 

Previo a cada experimento, los camarones fueron aclimatados una 

semana en acuarios conservando las condiciones anteriores. 
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6.2  Bioensayos Preliminares 

6.2.1 Selección de Técnicas para Inocular el Tóxico 

 

Los procedimientos de inoculación estandarizados permiten comparar la 

susceptibilidad de los organismos, y a su vez, determinar el efecto del tóxico a 

diferentes niveles de organización biológica. Numerosos estudios han utilizado 

métodos de intoxicación en crustáceos como son: 1) ruta intramuscular, 2) ruta 

inmersión y 3) ruta oral (Escobedo-Bonilla et al.,  2006).  

 

Las rutas orales representan la vía natural de introducción del tóxico en 

los organismos, por este motivo, en algunos estudios se han propuesto dos 

técnicas de exposición, como lo son:  

 a) por ingestión, mediante alimento contaminado (pellets)  

 b) por intubación, mediante introducción directa del tóxico en la boca del 

organismo.   

 

Sin embargo, en las pruebas para intoxicar a los organismos con 

alimento contaminado, la cantidad de tóxico tomado por cada organismo puede 

variar. Esto se debe a que cada organismo ingiere diferente cantidad de 

alimento, lo cual hace difícil la comparación de resultados entre diferentes 

estudios. 

 

A diferencia de la técnica anterior, la técnica de intubación, además de 

ser fácil y rápida, hace posible que los organismos reciban la misma cantidad 

de inóculo, debido a que la dosis deseada se da directamente en la boca del 

organismo (Escobedo-Bonilla et al.,  2005). Por lo tanto, para todas las pruebas 

de intervalo de toxicidad así como para el bioensayo final, se seleccionó la 

técnica por intubación. 
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Se ensayaron diferentes artefactos para introducir el tóxico en la boca del 

organismo. Primero se probaron puntas de micropipeta y se descartaron debido 

a que son rígidas y podrían ocasionar daño a la boca del organismo. 

Posteriormente se probaron diferentes cánulas, pero éstas tampoco fueron 

favorables debido a que eran más anchas que la cavidad bucal del organismo y 

esto hacia difícil la incorporación del tóxico.  

 

Finalmente, se adaptó una pipeta de plástico, previamente calentada y 

alargada para obtener una punta muy delgada y flexible. Para observar si la 

solución ingresaba al organismo se introdujeron 50 µl de solución salina (PBS, 

ver anexo II) con un colorante. Debido a que el cuerpo del camarón es 

transparente, al introducir la solución anterior se observó el color en el área de 

la cabeza. Para tener control sobre la dosis, se tomaron 50 µl de solución de 

prueba con una micropipeta, y se colocaron en un tubo eppendorf; 

posteriormente los 50 µl de solución se tomaban con la pipeta adaptada, y se 

proporcionaron a los organismos directamente en la cavidad bucal. 

 

6.2.2 Estandarización de las Técnicas para Evaluar Biomarcadores 

 

Las respuestas inmunológicas, como el recuento total y diferencial de los  

hemocitos (RTH y RDH respectivamente) fueron evaluadas en hemolinfa, 

mientras que las actividades enzimáticas: fenoloxidasa (FO), acetilcolinesterasa 

(AChE), superóxido dismutasa (SOD) y peroxidación de lípidos (LPO) fueron 

evaluadas en el plasma (apartado 6.5 y 6.6). La AChE también se evaluó en 

músculo.  
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6.2.2.1 Actividad de acetilcolinesterasa (AChE) 

 

La enzima acetilcolinesterasa (AChE) es la responsable de hidrolizar la 

acetilcolina dentro la sinapsis nerviosa durante la transmisión de los impulsos 

nerviosos. Cuando está presente un organofosforado o carbamato, esta enzima 

es inhibida, dándose un aumento de acetilcolina, lo que provoca una 

transmisión prolongada de impulsos nerviosos, que en algunos casos causan la 

muerte del organismo (Peakall, 1992). 

 

Para la evaluación de la AChE se siguió la metodología de Ellman et al., 

(1961) adaptada a microplaca por Guilhermino et al. (1996). La actividad de 

AChE en hemolinfa se evaluó directamente en el plasma, mientras que para 

músculo se hizo una dilución 1:2, del sobrenadante con buffer fosfatos 50 mM, 

pH 7.4  (apartado 6.6 para obtención de plasma y sobrenadante). 

 

Para ambas muestras (plasma y sobrenadante), la actividad de la enzima 

se analizó por triplicado. Primero se colocaron 50 μl de la muestra en cada 

celda de la microplaca, luego se agregaron 150 μl de Solución 5, 5-ditiobis (2- 

acido nitrobenzoico) DTNB 270 µM y se dejó reposar durante 5 min. 

Posteriormente, con una pipeta multicanal se agregaron 50 μl de solución 

acetiltiocolina 3 mM a cada celda de la microplaca e inmediatamente después 

se leyó la absorbancia a 414 nm. Las lecturas se realizaron cada 20 segundos 

en un lapso de 10 minutos  (preparación de reactivos en el anexo VI). Una vez 

obtenidas las absorbancias se realizaron los cálculos necesarios para evaluar la 

actividad de acetilcolinesterasa, la cual está dada por la siguiente fórmula: 

 

Actividad Acetilcolinesterasa  =          ABS * FDM * VT (µl)_____  (Ec. 4) 

[nmol/min-1/mg prot-1]         (ε *d )* t (min)* PROT (mg/ml) * FDP 

 

Donde: 
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ABS= absorbancia/min. 

PROT = Concentración de proteína de la muestra (mg*ml-1) medidas por el 

método de Bradford, 1976. 

FDP = Factor de dilución utilizada en la proteína (en el caso de dilución). 

FDM = Factor de dilución utilizada en el ensayo enzimático. 

VT = Volumen total de la microcelda / Volumen de la muestra (225/25 = 9). 

t= tiempo en minutos. 

ε = 1.36x104M-1cm-1 (Coeficiente de extinción molar del ácido 

tionitrobenzoico). 

d= diámetro de la microcelda (0.9 cm) 

 

6.2.2.2 Recuento total de hemocitos 

 

Para la estandarización de esta técnica se realizaron recuentos de 

hemocitos en hemolinfa fijada con una solución de formalina al 4 % con NaCl 

0.45 M (preparación en Anexo IV) durante diferentes horas y días para 

determinar el tiempo de desgranulación. De estas pruebas, se observó que los 

hemocitos se mantuvieron intactos a las 24 h, siempre y cuando se mantuvieran 

en frío desde el momento en que se toma la hemolinfa hasta su análisis.  

 

El recuento total de hemocitos se determinó microscópicamente en una 

alícuota de 20 µl de muestra (por duplicado), por recuento directo usando una 

cámara de Neubauer y de acuerdo a la técnica descrita por Costa et al. (2009). 

Las lecturas se realizaron con el objetivo de 40x, tomando en cuenta los 

cuadros de las esquinas y el central, para garantizar que el recuento fuera 

aleatorio, con algunas consideraciones (Descripción detallada en anexo IV). 

Después, se calculó el total de células mediante la fórmula:  

 

RTH= 5 x (∑células) x  104  x factor dilución 

 



53 

 

 

6.2.2.3 Recuento diferencial de hemocitos 

 

El recuento diferencial consiste en estimar el porcentaje relativo de las 

tres diferentes poblaciones de hemocitos en la hemolinfa, como son los 

granulares, semigranulares y hialinos.  

 

Las diferentes pruebas que se realizaron para el recuento diferencial de 

hemocitos fueron la identificación celular en hemolinfa y posteriormente pruebas 

de tinción de hemocitos. Para esto se realizaron frotis (dos por cada muestra). 

La tinción se realizó con eosina y hematoxilina (Sritunyalucksana et al., 2005). 

En algunas muestras los hemocitos se sobre-tiñeron dificultándose la 

diferenciación celular.   

 

Enseguida se probó la técnica de Costa et al. (2009), la cual consiste en  

fijar la hemolinfa con solución formalina (formalina al 4 % con NaCl 0.45 M). 

Posteriormente, se tomó una alícuota de 20 µl de hemolinfa y mediante un 

microscopio de contraste de fases, se identificaron directamente en la cámara 

de Neubauer un total de 100 células. Las lecturas se realizaron por duplicado 

(ambos lados de la cámara) por lo cual 200 células se tomaron como el 100 % 

(Descripción detallada en el anexo IV). Se decidió utilizar esta técnica debido a 

que se obtenían resultados más rápidos y más seguros que con los frotis. 

 

Para el conteo diferencial de hemocitos, en 20 µl de hemolinfa fijada se 

cuentan 100 células (por ambos lados de la cámara) directamente en la cámara 

de Neubauer enfocando el microscopio en el ocular de 40x. 

 

Posteriormente se toman las 200 células contadas como el 100% y se  

saca una relación en porcentaje, de los diferentes tipos de hemocitos 

(granulares, semigranulares y hialinos). 
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6.2.2.4 Actividad de Fenoloxidasa total (FO total), Fenoloxidasa (FO) y 

profenoloxidasa (proFO). 

  

La enzima profenoloxidasa (proFO) se convierte a fenoloxidasa (FO) 

mediante la enzima activadora de la profenoloxidasa (ppA) ante la presencia de 

algún patógeno u otros cuerpos extraños. De esta manera, se desencadena 

una cascada enzimática para obtener como producto final la melanina 

(Rodríguez y Le Moullac, 2000). 

 

Las muestras de hemolinfa se procesaron para obtener el lisado de 

hemocitos de acuerdo al apartado 6.5 y 6.6. Posteriormente se tomó una 

alícuota para evaluar la actividad de FO, FO Total y proFO, así como las 

proteínas. 

 

Para la estandarización de la actividad de estas enzimas (FO Total, FO, y 

proFO) inicialmente se siguió la técnica descrita por Hernández-López et al.  

(1996). Para la FO total, en una microplaca se adicionaron 50 µl del lisado de 

hemocitos, posteriormente se agregaron 50µl de tripsina y finalmente se 

añadieron otros 50 µl de L, 3,4- dihidroxifenilalanina (L-DOPA). La microplaca 

se dejó reposar durante 10 min e inmediatamente después se leyó la 

absorbancia a 490 nm. Para la FO se tomaron 50 µl de lisado de hemocitos y 

se añadieron 50 µl de L-DOPA, se dejó reposar durante 10 min y 

posteriormente se leyó la absorbancia a 490nm. Cada muestra se hizo por 

triplicado. 

 

Para la evaluación de las muestras del bioensayo final se utilizó la 

técnica de Mexía- Salazar et al. (2008), con algunas modificaciones de la 

técnica de Hernández-López et al. (1996), para minimizar el volumen de lisado 

de hemocitos. Brevemente, para la actividad de FO, se colocaron 10 µl de 



55 

 

lisado de hemocitos en la microplaca por triplicado, se agregaron 250 µl de 

solución L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), y se incubaron durante 20 min a 

25°C, posteriormente se lee la absorbancia a 490 nm. Para la actividad de FO 

Total, se tomaron 10 µl de lisado de hemocitos y se colocaron en microplaca 

por triplicado, se agregaron 10 µl de solución tripsina, se adicionaron 250 µl de 

solución L-DOPA y se incubaron durante 10 min a 25°C para posteriormente 

medir la absorbancia a 490 nm (preparación de reactivos en el anexo V). Una 

vez obtenidas las absorbancias, se realizaron los cálculos necesarios para 

obtener la actividad específica (unidades FO/min/ mg prot), mediante la 

siguiente fórmula: 

 

                          Act. específica                 =  ((abs)* (FD)/ TI (min))      (Ec. 2) 

                   FO  y  FO total (min/ mg prot)             P (mg/ml) 

 

Donde: 

Abs= absorbancia de la muestra. 

FD= factor de dilución, tomando en cuenta el anticoagulante  y la hemolinfa 

obtenida, en este caso 2. 

TI= tiempo de incubación, que fue de 10min ó 20 min. 

P= concentración de proteínas de la muestra obtenidas mediante el método de 

Bradford. 

 

La actividad de proFO,  fue obtenida mediante la fórmula siguiente:  

 

proFO= FO Total- FO (Ec. 3) 

 

*Los valores de actividad obtenidos para las actividades de FO y FO total se 

ajustaron a unidades, esto con la finalidad de que los valores fueran más 

manejables en términos de comparación. Una unidad de actividad de enzima es 

definida como un incremento en absorbancia de 0.001/min/ mg prot, por tal 

motivo el valor obtenido en la ecuación 2, se dividió entre 0.001. 
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6.2.2.5 Actividad de superóxido dismutasa (SOD) 

 

La superóxido dismutasa es una enzima importante para la defensa de 

las células contra las especies reactivas del oxígeno. La SOD cataliza la 

dismutación del anión superóxido (O2
-•) a peróxido de hidrógeno (H2O2) y 

oxígeno molecular (O2), los cuales se difunden fácilmente dentro de los 

espacios inter-membranas o la matriz mitocondrial (Muñoz et al., 2000).    

 

S e evaluó la actividad de SOD en el plasma, utilizando el Kit 19160 WST 

SOD Assay (SIGMA- ALDRICH). Este método es muy adecuado para 

determinar la SOD utilizando una sal de tetrazolio soluble en agua (TSA, 1(2- 

(4- yodofenil)- 3- (4- nitrofenil) - 5- (2, 4- disulfofenil) – 2H- tetrazolio, sal 

monosódica) que produce un compuesto formazan colorido soluble en agua por 

reducción con un anión superóxido.  

 

El procedimiento consiste en colocar en la microplaca, por triplicado, el 

blanco uno (20 µl de agua, 200 µl de solución tetrazolio soluble en agua (TSA) y 

20 µl de solución enzima xantina oxidasa (XO)), el blanco dos (20 µl de plasma, 

200 µl de solución TSA y 20µl de buffer de dilución) y el blanco tres (20 µl de 

agua, 200 µl de solución TSA y 20 µl de buffer de dilución). Posteriormente se 

colocaron 20 µl de plasma en cada celda de la microplaca (el plasma se obtuvo 

como se muestra en el apartado 6.6), luego se adicionaron 200 µl de solución 

TSA y al final, se agregaron 20 µl de solución de la enzima xantina oxidasa 

(XO). Inmediatamente después la muestra se incubó durante 40 min a 37°C 

leyó la absorbancia a 450 nm cada 2 min (preparación de reactivos en el anexo 

VII).  

 

Para realizar los cálculos, se graficaron las ΔA450nm  contra tiempo de 

reacción de cada muestra, así como también cada uno de los blancos (blanco 

1, 2 y 3) y se indicó la línea de tendencia de cada uno.  



57 

 

 

Una vez obtenida la pendiente (que es la ΔA450nm/min) se calculó el % 

de inhibición mediante la siguiente ecuación: 

 

% inhibición= ((S1 – S3) – (SS – S2) x 100      (Ec. 5) 

                                                    (S1 – S3) 

Donde: 

S1= pendiente blanco1 

S2= pendiente blanco2, cada muestra tiene su blanco2 correspondiente 

S3= pendiente blanco3 

SS= pendiente de la muestra 

 

 

6.2.2.6 Peroxidación de Lípidos (LPO) 

 

La peroxidación lipídica frecuentemente ocurre como respuesta al estrés 

oxidativo y durante este proceso, se forman una gran diversidad de aldehídos. 

Algunos de ellos, como el malondialdehido (MDA) son altamente reactivos y 

pueden ser considerados como mensajeros tóxicos secundarios. Por tal motivo 

la medida del MDA es ampliamente usada como un indicador de peroxidación 

lipídica (Esterbauer et al., 1991).  

  

Para esta técnica se siguió la metodología descrita por Esterbauer et al.,  

(1991). Esta consiste en preparar una curva estándar con diferentes 

concentraciones que va de 0, 1, 2.5, 5 y 10 µM. Posteriormente, para las 

muestras de plasma se colocaron en cada tubo 100 µl de plasma, 325 µl de 

solución MFI, y 75 µl de HCl.  *Nota: el HCl se adiciona al final, antes de incubar 

los tubos y se mezcla con vortex. 
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Luego los tubos se incubaron a 45°C durante 40 min, posteriormente, las 

muestras se centrifugaron a 13,000 rpm a 4°C durante 10 min en una centrífuga 

refrigerada. Finalmente, se tomaron 200 μl de cada tubo (muestra y estándar) y 

se colocaron en la microplaca, se leyó la absorbancia a 595 nm (Descripción 

detallada y preparación de reactivos en el anexo VIII). 

.  

Para la estandarización se probaron dos volúmenes de hemolinfa (100 y 

200 µl) donde no se obtuvo una marcada variación en la respuesta, por lo que 

se decidió trabajar con 100 µl, con la finalidad de optimizar el volumen de 

hemolinfa para las demás pruebas.   

 

Una vez obtenidos los valores de absorbancia, se graficaron los valores 

de absorbancia de la curva contra concentración (μM) para obtener la pendiente 

mediante una regresión lineal. 

 

Para calcular los niveles de MDA se utilizó la siguiente fórmula, tomando 

en cuenta: la pendiente de la recta, así como el promedio de absorbancia de 

cada una de las muestras: 

                              MDA =         Abs * (Vol. total / vol muestra)  (Ec. 6) 

                            μmol/g              Pendiente* muestra (g/ml) 

 

Donde: 

Abs = es el promedio de las absorbancias. 

Pendiente = pendiente obtenida de la recta de la curva de calibración 

(abs/μmol) 

Volúmen total = Volumen total contenido en el tubo Eppendorf (μl) 

Vol Muestra= Volumen de muestra agregada al tubo (μl) 

Muestra (g/ml)= peso húmedo de la muestra (g) entre el volumen total del 

tampón de homogeneización (ml).  

 

Los resultados finales se expresan como nmol/ ml de hemolinfa 
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6.3  Bioensayos de letalidad 

 

Para determinar la letalidad del Diazinón en juveniles de L. vannamei  

(12.24 g ± 1.05) se realizaron pruebas para encontrar el intervalo de toxicidad 

letal del Diazinón. Posteriormente, se calculó la dosis letal media (DL50: la 

dosis donde se obtuviera el 50% supervivencia de la población), y finalmente se 

calculó el intervalo de dosis subletales de Diazinón, en donde no se presenta 

mortalidad pero sí efectos del plaguicida en funciones vitales relacionados con 

el sistema inmunológico y antioxidante.  

 

En general, para cada prueba de intervalo de toxicidad se preparó una 

solución madre a partir de DZN grado técnico con 95.9 % de ingrediente activo 

(i.a.) disuelto en una solución salina (PBS). Posteriormente, se realizaron las 

diluciones correspondientes para obtener las diferentes dosis (ejemplo de 

preparación de solución madre y dosis en el anexo III). 

 

Los organismos se aclimataron una semana previa a cada experimento 

con las condiciones descritas en el apartado 6.1. 

 

6.3.1 Pruebas de intervalo de toxicidad 

 

En estas pruebas de intervalo de toxicidad, el objetivo fue establecer 

primero la mínima dosis del tóxico que ocasione la muerte del 100 % de los 

organismos durante las primeras 24 h, así mismo se procedió a encontrar la 

dosis más alta en la que no hay mortalidad durante el tiempo de exposición, 

para posteriormente determinar la DL50.  

 

a) La primera prueba consistió en exponer a los organismos a cuatro 

diferentes dosis de Diazinón (1, 10, 100 y 1000 µg de Diazinón/ g camarón) 

partiendo de una solución madre de 199 µg  de Diazinón/ ml  y, además un 
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grupo control (expuesto a solución salina PBS). Se distribuyeron un total de diez 

organismos de L. vannamei se distribuyeron en cinco acuarios de plástico de 40 

l aproximadamente (dos camarones por acuario) y se mantuvieron con las 

condiciones mencionadas en el apartado 6.1. Mediante la técnica de intubación 

se suministró a los organismos las diferentes dosis al inicio de la exposición, 

realizando observaciones a los 15, 30 y 45 min, y posteriormente a las 1, 2, 4, 

8, 12, 24 h.  

 

A los 15 min, los organismos expuestos a la dosis de 1000 µg de 

Diazinón/ g camarón nadaban en forma normal similar a los del control; sin 

embargo, los de la concentración de 100 µg de Diazinón/ g camarón nadaban 

rápidamente sin coordinación de movimientos. A los 45 min, los organismos de 

la dosis de 1000 µg  de Diazinón/ g camarón empezaron con movimientos 

acelerados  y después de 2 h 15 min los organismos ya no se movían al tacto 

por lo que fueron sacrificados.  

 

 Los organismos de la dosis de 100 µg de Diazinón/ g camarón, a los 30 

minutos post exposición mostraron movimientos acelerados, a los 45 minutos  

presentaron nado errático,  pleópodos con mucho movimiento y además,  una 

coloración blanquecina. A la hora post exposición, uno de los organismos ya 

estaba moribundo sin reacción al tacto, por lo que se sacrificó; a las 2 h post 

exposición, se sacrificó el segundo organismo de esta misma dosis.  

 

 Los organismos del resto de las dosis (1, 10 µg de Diazinón/ g camarón), 

mantuvieron un comportamiento normal, similares a los del control, durante 

todas las observaciones, a las 24 h post exposición los organismos que 

sobrevivieron fueron sacrificados. De cada organismo se tomaron muestras de 

tejido ocular para los análisis de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa. La 

razón por la cual se escogió este tejido se debe a que presenta mayor actividad 

de la acetilcolinesterasa (AChE) (Cerón et al., 1996; García de la Parra et al., 

2000). 
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Estos datos arrojaron una estimación aproximada de la dosis letal, sin 

embargo fue necesaria una segunda prueba para seguir acotando el intervalo 

de concentraciones y poder determinar la DL50. 

 

b) Para la segunda prueba se tomó como base la dosis de 100 µg  de 

Diazinón/ g camarón debido a que en el bioensayo anterior los efectos de 

comportamiento y mortalidad se observaron en dicha concentración. Se preparó 

una solución madre de 40247.31 µg De Diazinón/ ml y después se prepararon 

concentraciones logarítmicas para lograr dosis en un intervalo de 5 a 100 µg  de 

Diazinón/ g camarón (5, 9.1, 16.6, 30.17, 55 y 100 µg de Diazinón/ g camarón) y 

un control (con solución salina PBS). 

  

Una semana previa al experimento, un total de 28 organismos se 

distribuyeron en 14 acuarios (dos acuarios por dosis con dos organismos cada 

uno), y se mantuvieron en las condiciones mencionadas en el apartado 6.1 

durante las 72 h de duración de la prueba. Posteriormente, las diferentes dosis 

fueron administradas a los organismos mediante la técnica de intubación y las 

observaciones de éstos se realizaron a los 15, 30 y 45 min, y a las 1, 2, 4, 8, 12, 

24 h post exposición.   

 

En uno de los acuarios de la dosis más alta (100 µg  de Diazinón/ g 

camarón), a los 30 min post exposición, los organismos empezaron a nadar 

muy rápido. A la hora post exposición, comenzaron a presentar espasmos, y 

saltos. Después de las dos horas post exposición, los organismos nadaron 

erráticamente y tenían movimientos acelerados. Cuando se cumplieron las 

cuatro horas, los organismos murieron y se tomaron inmediatamente muestras 

del ojo para evaluar la actividad de la acetilcolinesterasa.   

 

En el otro acuario de la misma dosis (100 µg de Diazinón/ g camarón), a 

las dos horas post exposición, los organismos presentaron movimientos 
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acelerados, y saltos continuos. A las cuatro horas, un organismo estaba 

moribundo, con coloración blanquecina en el cuerpo y periópodos; el otro 

organismo presentó nado errático y movimientos un poco acelerados. Para las 

ocho horas post exposición, un organismo murió, y el otro continuó con nado 

errático, pero a las 48 h post exposición presentó movimientos acelerados. A 

las 72 h el organismo siguió vivo, a pesar de que su coloración era 

completamente blanca y se sacrificó con el resto de los organismos. 

 

Los organismos sobrevivientes de las demás dosis (5, 9.1, 16.6, 30.17, y 

55 µg de Diazinón/ g camarón), durante las primeras observaciones 

presentaron color marrón, pero probablemente fue debido al estrés. A las 72 h 

post exposición se sacrificaron tomándose muestras del ojo para la actividad de 

la enzima acetilcolinesterasa, y el resto del organismo se guardó a 4°C hasta el 

momento de realizar los análisis de cromatografía de gases, para comprobar la 

presencia del plaguicida en el organismo. 

 

c) Determinación de la dosis letal media (DL50) 

 

Con base en la prueba anterior donde se presentó mortalidad en la dosis 

de 100 µg de Diazinón/g camarón se planteó la prueba de letalidad para 

determinar la DL50. Para esto se seleccionaron siete dosis logarítmicas en el 

intervalo de 0.1 a 50 µg  de Diazinón/ g camarón: 0.1, 8.4, 16.7, 25.1, 33.4, 41.7 

y 50 µg  de Diazinón/ g camarón y un control (con solución salina PBS). 

 

Durante este bioensayo se utilizaron ocho javas de 72 l (una java por 

concentración), donde se distribuyeron un total de 64 organismos (ocho por 

dosis), los cuales se mantuvieron en las condiciones descritas en el apartado 

6.1 durante las 96 h de exposición. Las diferentes dosis se suministraron a los 

organismos una sola vez y posteriormente se realizaron observaciones cada 24 

h.  
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A las 24 h post exposición, se registraron mortalidades casi del 100 %, 

en la dosis de 50 µg de Diazinón/ g camarón (tres organismos muertos y tres 

moribundos, sin reacción al tacto) y en la dosis de 41.7 µg de Diazinón/ g 

camarón (siete organismos muertos, y uno moribundo, sin reacción al tacto). En 

las dosis de 33.4, 25.1 y 16.7 µg  de Diazinón/ g camarón se registraron 

mortalidades del 75 % (seis organismos muertos), 50 % (un organismo muerto y 

cuatro moribundos) y 25 % (un organismo muerto y un moribundo), 

respectivamente. De los organismos que se encontraron moribundos (nueve 

organismos) al momento en que se realizaron las observaciones, se tomó 

muestra de ojo y músculo, y el resto del organismo se guardó para el análisis 

por cromatografía de gases. 

 

A las 48 h post exposición no se registraron mortalidades en ninguna de 

las dosis. Pero a  las 72 h post exposición se encontró un organismo muerto en 

la dosis de 50 µg  de Diazinón/ g camarón. Para las 96 h post exposición no se 

registraron mortalidades.  

 

Los organismos que sobrevivieron hasta las 96 h (37 organismos), fueron 

sacrificados tomándose muestras de ojo y músculo para evaluar la 

acetilcolinesterasa y el resto del organismo se guardó a -80°C hasta su análisis 

por cromatografía de gases.  

 

En los datos de mortalidad obtenidos durante la tercera prueba de 

toxicidad (Fig. 10) se puede observar que exceptuando la dosis de 41.7 µg de 

Diazinón/ g camarón donde se presentó mayor mortalidad, en general, la 

mortalidad aumenta conforme aumenta la dosis.  
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Figura 10. Porcentaje de mortalidad de la tercera prueba de letalidad con Diazinón. 

 

 

6.4  Toxicidad subletal 

 

Una vez obtenida la DL50, y la estandarización de cada una de las 

técnicas a utilizar, se procedió a definir el diseño de un experimento para 

exponer a los organismos a dosis subletales durante 72 h, con la finalidad de 

poder medir las respuestas biológicas resultado de la exposición al plaguicida.  

 

La aclimatación de los organismos fue cuatro días previos al bioensayo 

final, con las mismas condiciones descritas anteriormente en el apartado 6.1. 

Se seleccionaron 189 organismos del lote de organismos con un peso promedio 

de 12.24 g ± 1.05 y se distribuyeron aleatoriamente en nueve javas previamente 

forradas con plástico blanco y con tapas de tela (tul), para poder observar mejor 

a los organismos. Durante la aclimatación y todo el tiempo del experimento (72 
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h) el agua se mantuvo a flujo continuo, y los organismos se alimentaron dos 

veces al día con una ración correspondiente al 2 % de su biomasa con alimento 

comercial  API- CAMARON (Malta Cleyton,  40% de proteína). 

 

Para el experimento de exposición se preparó una solución madre con 

una concentración nominal de 11155.09 µg de Diazinón (grado técnico 95.9 % i. 

a.) por ml de solución salina (PBS). Con esta solución madre se realizaron las 

diluciones correspondientes con PBS para obtener las dosis experimentales de 

5, 15 y 25 µg de Diazinón/ g de camarón (preparación de solución madre y 

diluciones en el anexo III), y se incluyó un control para cada tiempo de muestreo 

(6, 24 y 72 h).  Se utilizaron nueve javas (dos para cada tratamiento y tres para 

el control) y dentro de cada java se colocaron 21 organismos, para dar un total 

de 189.  

 

Los organismos fueron intoxicados mediante la técnica de intubación al 

inicio del bioensayo con las diferentes dosis de Diazinón y con PBS en el caso 

de los controles. Los muestreos se realizaron a las 6, 24 y 72 h post exposición, 

colectando por cada tiempo de muestreo 21 organismos del control y 14 

organismos por dosis (63 organismos en total por cada tiempo de muestreo). 

Cada organismo fue tomado como réplica, dado que cada respuesta fue 

evaluada individualmente. 

  

 

6.5 Obtención  de muestras 

 

Las muestras de hemolinfa se obtuvieron del seno ventral de la base del 

primer segmento abdominal, usando una jeringa de tuberculina previamente 

cargada con 200 µl de solución de anticoagulante SIC- EDTA 2X fría 

(preparación en anexo I). Posteriormente, la hemolinfa fue medida con una 

micropipeta para registrar la cantidad extraída del organismo, y con base a la 



66 

 

cantidad total obtenida, se le agregó  solución anticoagulante hasta obtener una 

relación 1:1. 

 

Una vez colectada la hemolinfa se distribuyó en diferentes alícuotas para 

la evaluación de todas las respuestas (ver apartado 6.6). Posteriormente, el 

organismo fue pesado y medido, después de esto se tomó un pleópodo para 

determinar el estadio de muda y una parte de músculo para evaluar la actividad 

de acetilcolinesterasa. Ambas muestras fueron colectadas en tubos eppendorf 

previamente etiquetados y se mantuvieron a 4°C y  -80°C, respectivamente 

hasta su análisis (Fig. 10).  

 

 

Figura 11. Obtención de muestras de hemolinfa, músculo, pleópodo y conservación del 

resto del organismo para evaluar las diferentes pruebas. 
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6.6 Procesamiento de muestras 

 

Después de colectar la hemolinfa, ésta se dividió en dos alícuotas, una 

para el recuento de hemocitos (total y diferencial) y la otra para el resto de las 

pruebas bioquímicas. Para el recuento de hemocitos (total (RTH) y diferencial 

(RDH)) se tomó una alícuota de 50 µl que se mezclaron con 50 µl de formalina 

al 4 %. El recuento de hemocitos se realizó inmediatamente después de fijar la 

muestra con la formalina mediante las técnicas descritas por Costa et al. (2009) 

y Pan et al. (2008), respectivamente, tal como se menciona en el apartado 6.2.2 

y 6.5.  

 

El resto de la hemolinfa fue utilizada para las pruebas enzimáticas y LPO. 

Para lo cual, la hemolinfa se centrifugó a 800 g a 4°C durante 10 min. Luego, se 

retiró el sobrenadante, mismo que  se utilizó para las pruebas bioquímicas y se 

almacenó a -20°C hasta el momento de su análisis. El paquete celular (pellet) 

se resuspendió con 300 µl de buffer cacodilato y posteriormente se sonicó a 20 

W durante 2 min para lisar los hemocitos. Posteriormente, las muestras se 

centrifugaron a 13,000 rpm a 4°C durante 30 min y finalmente se obtuvo el 

sobrenadante del lisado de hemocitos. Las muestras se almacenaron a -20°C, 

hasta el momento de ser utilizadas (Fig. 11).  
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Figura 12. Procedimiento para la obtención de muestras. 

 

 

Las muestras de plasma y lisado de hemocitos fueron retiradas del 

congelador en lotes de 25 y se conservaron en una hielera (4°C). Una vez 

descongeladas, se procedió a realizar cada una de las técnicas (descritas a 

detalle en el apartado 6.2.2), tomándose alícuotas para evaluar la activación del 

sistema profenoloxidasa (FO total, FO y proPO) mediante la técnica descrita por 

Mexía-Salazar et al. (2008). La actividad de acetilcolinesterasa se evaluó 

siguiendo el método de Ellman et al. (1961), adaptado a microplaca por 

Guillhermino et al. (1991). La actividad de la enzima superóxido dismutasa 

(SOD) según el procedimiento de MCord y Fridovich (1969), utilizando el Kit 

comercial para ensayo SOD WST de Sigma. Las proteínas totales cuantificadas 

mediante el método de Bradford (1976). Así mismo, se evaluó el estrés 

oxidativo mediante la determinación del contenido de malondialdehído (MDA), 
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siguiendo la técnica de Esterbauer et al. (1991). Las actividades enzimáticas se 

realizaron directamente en el plasma o lisado de hemocitos, mientras que para 

determinar la concentración de proteínas  para las actividades enzimáticas 

AChE y SOD se utilizó una dilución 1:100 y para evaluar la concentración de 

proteínas del lisado de hemocitos se utilizó una dilución 1:50.  

 

Las muestras de músculo fueron retiradas del ultracongelador y 

descongeladas en lotes de 15; dichas muestras se conservaron en una hielera 

(4°C). Una vez descongeladas, las muestras fueron  pesadas en una balanza 

electrónica, para posteriormente homogenizarse con el tampón de 

homogenización TRIS- HCl 0.1 M pH 7.2 en una proporción 1:5 (p/v) 

(preparación en el anexo II). Las muestras homogenizadas se centrifugaron a 

10,000 g a 4°C durante 10 minutos, para posteriormente obtener el 

sobrenadante, el cual se separó cuidadosamente con pipetas Pasteur de 

plástico para no mezclar la capa sólida formada en el fondo. El sobrenadante 

obtenido se utilizó únicamente para evaluar la actividad de AChE como se 

explica en el apartado 6.2.2 

 

Para determinar el estadio de muda, se colocó en un portaobjetos una 

pequeña gota de PBS, posteriormente, con ayuda de una pinza, se tomaron los 

pleópodos disectados, se colocó uno por portaobjetos y se cubrió con un 

cubreobjetos. El portaobjetos  se colocó en un microscopio para ser observado 

en el ocular de 100x y se determinó el estadio de muda con base a lo descrito 

por Chang et al., 1988. 

 

6.7  Análisis Cromatográficos 

 

La solución madre y las diluciones utilizadas para el bioensayo final 

fueron analizadas por cromatografía de gases para verificar las dosis de 

Diazinón.  
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Se realizó una extracción líquido- líquido de las muestras con base al 

método EPA (2007), para lo cual se tomó 1 ml de solución de prueba y se 

mezclaron con 9 ml de agua destilada, posteriormente se agregó 1 g de NaCl. 

Luego, se agregaron 5 ml de diclorometano (3 veces), la muestra se agitó de 

manera automática durante 10 minutos, y posteriormente se dejó en reposo por 

5 minutos aproximadamente, este procedimiento fue para lograr una mejor 

extracción.  

 

Luego con ayuda de una suave corriente de Nitrógeno se evapora el 

solvente y la muestra se resuspende en 1 ml de hexano. Una vez obtenida la 

muestra se colocó en un vial para posteriormente ser inyectado en el 

cromatógrafo de gases Agilent 6890 equipado con un detector nitrógeno- 

fósforo (NPD) e inyector automático 7683. La separación de las muestras fue 

llevada a cabo en una columna HP5 (30m x 0.25mmID x 0.25µm film) marca 

J&W Scientific con las siguientes condiciones de operación: la temperatura del 

horno a 110°C aumentó a 255°C (20°C/ min), y se calentó por cinco minutos. 

Posteriormente aumentó a 300°C (20°C/ min) y se calentó por cinco minutos. 

Las temperaturas de inyección modo “splitless” y del detector NPD fueron de 

280°C y 290°C, respectivamente. El nitrógeno fue usado como gas acarreador y 

gas del detector, con un flujo de 22.4 ml/ min y presión de 9.38 psi para el gas 

acarreador y un flujo de 4 ml/ min como gas del detector. 

 

6.8 Análisis estadístico 

 

Todos los datos obtenidos en las diferentes pruebas fueron analizados 

usando el programa SIGMA PLOT 11.0 con una confianza del 5 %. En todos los 

casos se analizó la homogeneidad, varianza y normalidad de los datos. En 

aquellos casos, donde los datos no pasaron dichas pruebas, fueron 

transformados con raíz cuadrada. 
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Para el análisis de cada una de las pruebas enzimáticas (FO Total, FO, 

AChE, SOD, LPO), así como el recuento total y diferencial de hemocitos, se 

aplicó un ANDEVA de dos vías acoplado a una prueba de comparación pareada 

Holm- Sidak tomando como factores la dosis (5, 15 y 25 µg de Diazinón/ g 

camarón) y el tiempo (6, 24 y 72 h).  
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION 

 

7.1 Dosis Letal media (DL50) 

 

Los resultados de mortalidad obtenidos en la tercera prueba de letalidad 

(ver Fig. 10) fueron utilizados posteriormente para determinar la dosis letal 

media (DL50) mediante el programa Toxys. Los resultados indicaron que para 

las 24 y 48 h la DL50 fue de 25.310 con sus respectivos límites 33.80 y 12.47; y 

para las 72 y 96 h la DL50 fue de 24.90 (31.62, 15.31, respectivamente) (Fig. 

13). Como se puede observar no existe mucha variación en la DL50 obtenida 

en los diferentes tiempos. 

 

Figura 13. Dosis letal media (DL50) de Diazinón a 24, 48, 72 y 96 h en L. vannamei. 

 

7.2 Cromatografía de gases de las soluciones de prueba 

 

Los resultados de los análisis cromatográficos de las dosis de prueba 

utilizadas en la prueba de toxicidad subletal de Diazinón se presentan en las 
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Tablas 6 y 7. Claramente se observa que los valores obtenidos en la 

concentración nominal y la concentración real después de realizar los análisis 

son muy similares por lo cual se decidió utilizar la concentración nominal para 

reportar el resto de los datos obtenidos.  

 

Tabla 6. Concentración nominal y real de la solución madre  

Concentración nominal Concentración real 

1225.00 1651.8955 

3675.00 3836.3762 

6125.00 6445.0762 

 

 

Tabla 7. Dosis nominal y real de Diazinón 

Dosis nominal Dosis real 

5 6.74 

15 15.66 

25 26.31 

 

 

7.3 Estadio de muda 

 

 

El ciclo de muda es una fuente interna de variaciones que afectan 

numerosas funciones fisiológicas en los crustáceos, afectando a su vez las 

defensas celulares, permitiendo a los patógenos penetrar más fácilmente dentro 

del cuerpo a través de la nueva cutícula (Le Moullac et al., 1997).  En el 

presente estudio se analizaron las muestras de pleópodo con ayuda de un 

microscopio para determinar el estadio de muda de cada organismo donde los 

datos obtenidos por cada tratamiento y cada tiempo de muestreo se muestran a 

continuación: 
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Tabla 8. Porcentajes de estadio de muda de L. vannamei a 6 h en cada tratamiento   

Estadio Control 5 µg/ g 15 µg/ g 25 µg/ g Total 

A 0 0 0 0 0 

B 0 0 8.3 % 0 1.6 % 

C1 0 7.1 % 0 0 1.6 % 

C2 0 0 0 0 0 

C3 0 14.3 % 25.0 % 14.3 % 11.5 % 

D0 28.6 % 21.4 % 33.3 % 35.7 % 29.5 % 

D1 47.6 % 50 % 33.3 % 50.0 % 45.9 % 

D2 4.8 % 7.1 % 0 0 3.3 % 

D3 19.0 % 0 0 0 6.6 % 
     

 

Tabla 9. Porcentajes de estadio de muda de L. vannamei a 24 h en cada tratamiento   

Estadio Control 5 µg/ g 15 µg/ g 25 µg/ g Total 

A 0 0 0 7.1 % 1.5 % 

B 0 7.1 % 0 0 1.5 % 

C1 4.0 % 0 0 7.1 % 3.0 % 

C2 12.0 % 0 7.7 % 7.1 % 7.6 % 

C3 16.0 % 7.1 % 15.4 % 0 10.6 % 

D0 20. 0 % 35.7 % 15.4 % 35.7 % 25. 8% 

D1 28. 0 % 21.4 % 30.8 % 21. 4 % 25. 8 % 

D2 16.0 % 21.4 % 23.1 % 21.4 % 19.5 % 

D3 4.0 % 7.1 % 7.7 % 0 4.5 % 
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Tabla 10. Porcentajes de estadio de muda de L. vannamei a 72 h en cada 

tratamiento   

Estadio Control 5 µg/ g 15 µg/ g 25 µg/ g Total 

A 0 0 7.7 % 0 1.8 % 

B 0 0 0 10.0 % 1.8 % 

C1 14.3 % 25.0 % 7.7 % 20.0 % 16.1 % 

C2 0 0 0 10.0 % 1.8 % 

C3 14.3 % 8.3 % 15.4 % 10.0 % 12.5 % 

D0 9.5 % 25.0 % 23.1 % 20.0 % 17.9 % 

D1 14.3 % 8.3 % 0 % 0  7.1 % 

D2 42.9 % 33.3 % 38. 5 % 20.0 % 35.7 % 

D3 4.8 % 0  7.7 % 10.0 % 5.4 % 

 

7.4 Actividad de Acetilcolinesterasa 

 

La acetilcolinesterasa es una enzima esencial para la transmisión de los 

impulsos nerviosos. La inhibición de esta enzima es ampliamente usada como 

biomarcador de exposición a plaguicidas organofosforados y carbamatos, tanto 

en vertebrados como en invertebrados (Frasco et al.,  2006).  

 

En el presente estudio, la evaluación de la actividad de 

acetilcolinesterasa se realizó en hemolinfa y músculo del camarón L. vannamei 

expuesto a diferentes dosis de Diazinón (5, 15, y 25 µg de Diazinón/ g camarón) 

a diferentes tiempos (6, 24, y 72 h). 

 

La actividad de acetilcolinesterasa en hemolinfa en los tratamientos 

disminuyó de manera dependiente de la dosis de Diazinón aplicada a las 6 y 24 

h post exposición (de CT a 25 µg de Diazinón/ g camarón a 6 h: 0.18, 0.13, 

0.12, 0.10 y a 24 h: 0.25, 0.16, 0.15, 0.14 nmol/ min/ mg prot) presentándose 

diferencias significativas entre los tratamientos y el control (p< 0.002 y p< 0.001, 

respectivamente). A las 72 h post exposición, se observó que la actividad 

aumentó a valores similares a los del control, lo que indica que los organismos 



76 

 

se empezaron a recuperar en todos los tratamientos (de CT a 25 µg de 

Diazinón/ g camarón: 0.1266, 0.2193, 0.1460, 0.1136 nmol/ min/ mg prot), no 

presentándose diferencias estadísticas en este tiempo (p> 0.06) (Fig. 14). 

 

 

Figura 14. Actividad de acetilcolinesterasa (AChE) en hemolinfa de L. vannamei 

expuesto a 5, 15 y 25 µg de Diazinón/ g camarón a diferentes tiempos (6, 24 y 72 h). 

Las letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre dosis por cada 

tiempo (p ≤ 0. 05) CT= control. 

 

 

La inhibición de la enzima acetilcolinesterasa por exposición a 

plaguicidas organofosforados ha sido ampliamente documentada en mamíferos 

y peces, mientras que la información en crustáceos, especialmente el camarón, 

es escasa. No obstante, los resultados obtenidos en el presente estudio a las 6 

y 24 h concuerdan con los resultados obtenidos por otros autores quienes han 

encontrado una relación dosis-respuesta por exposición a plaguicidas por 
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ejemplo en el pez Oreochromis niloticus expuesto a Diazinón (Durmaz et al., 

2006), y en invertebrados como L. vannamei expuesto a metamidofos (García 

de la Parra et al., 2006), y M. edullis expuesto a clorfenvinfos (Rickwood y 

Galloway, 2004). 

 

Key et al., (1998a) reportaron que a las 6 h post exposición hubo una 

disminución en la actividad de AChE conforme aumentó la concentración de 

Azinfosmetil en larvas del camarón Palaemonetes pugio; pero a su vez, en el 

día 15 post exposición, obtuvieron valores de actividad similares a los del grupo 

control. Esta probable inhibición en etapas iniciales puede deberse a que la 

constante exposición a organofosforados puede afectar el sitio de síntesis de 

AChE y disminuir los niveles de AChE (Uner et al., 2006). Sin embargo, la 

inhibición de acetilcolinesterasa es una función de la toma, la acumulación y el 

metabolismo de organofosforados (Key et al., 1998b); ya que el efecto de 

inhibición depende de la capacidad del organismos para hidrolizar la enzima 

inhibida ó sintetizarla de nuevo (Key et al., 2003), además de la capacidad para 

metabolizar y/ó eliminar el plaguicida (Hyne y Maher, 2003). 

 

Wu et al., 2005, mencionan que en varias respuestas biológicas, como la 

acetilcolinesterasa se observa una inducción - recuperación lo cual refleja una 

exposición reciente, como lo que se observó en este estudio al presentarse una 

rápida y máxima inducción a etapas iniciales de exposición y una adaptación de 

los organismos a las 72 h. Esta recuperación de la actividad de AChE 

probablemente se deba a que los porcentajes de inhibición fueron menores a 30 

% manteniéndose dentro del intervalo de efectos reversibles, y además de que 

el tiempo exposición al tóxico fue una sola vez. 

 

En contraste con los resultados de AChE en hemolinfa, en la actividad de 

AChE en músculo se observó que a las 6 h post exposición, únicamente se 

presentó una disminución de actividad de AChE en la dosis de 25 µg de 

Diazinón/ g camarón (3.1453 nmol/ min/ mg prot con  % de inhibición), a pesar 
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de que no se presentaron diferencias estadísticamente significativas (p> 0.108) 

(Fig. 15).   

 

En las muestras obtenidas a las 24 h post exposición, en la dosis de 25 

µg de Diazinón/ g camarón se observó la mínima actividad de AChE (4.2062 

nmol/ min/ mg prot con % de inhibición), pero sin diferencias estadísticas 

respecto al control y los tratamientos (p≥ 0.05). A las 72 h post exposición, se 

observó una baja actividad de AChE en las dosis de 15 y 25 µg de Diazinón/ g 

camarón (3.98 y 3.89 nmol/ min/ mg prot respectivamente) con diferencias 

significativas respecto a la dosis de 5 µg de Diazinón/ g camarón (p< 0.002). 

 

 

Figura 15. Actividad de acetilcolinesterasa en músculo de L. vannamei expuesto a 5, 

15 y 25 µg de Diazinón/ g camarón a diferentes tiempos (6, 24 y 72 h). Las letras 

minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre dosis (p ≤ 0. 05) CT= 

control 
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Los resultados obtenidos en la actividad de acetilcolinesterasa en 

músculo demuestran que la respuesta es más tardía en músculo que en 

hemolinfa, ya que los efectos se presentaron hasta las 72 h en las dosis más 

altas. Sin embargo, comparando las actividades de músculo y hemolinfa, se 

observa que los valores de AChE obtenidos en músculo son más altos que los 

obtenidos en hemolinfa. Esto probablemente se deba a que el tóxico se 

administró mediante intubación, actuando primeramente en la hemolinfa, donde 

la respuesta fue rápida y más sensible. 

 

Aunque hay poca evidencia de la imnutoxicidad de plaguicidas 

organofosforados en invertebrados, Yang  et al., (1996) al exponer a ratas  al 

organofosforado diisopropilfosforofluoridato (DPF) encontraron la inhibición de 

la actividad de AChE y un aumento de LPO, sugiriendo que la hiperactividad 

colinérgica producida por el plaguicida inicia la acumulación de radicales libres 

dando LPO, lo cual puede ser un iniciador de la lesión celular inducida por el 

plaguicida.  

 

7.5 Recuento Total de Hemocitos (RTH) 

 

Debido a la importancia que tienen los hemocitos en la defensa 

inmunológica del camarón al liberar y desencadenar las respuestas humorales y 

celulares, el número de hemocitos circulantes en la hemolinfa se ha utilizado 

como un indicador del estado de salud del organismo (Yeh et al., 2009). El 

recuento total de hemocitos (RTH) en muestras de hemolinfa de juveniles de L. 

vannamei expuestos a diferentes dosis de Diazinón y a diferentes tiempos de 

exposición se muestra en la Fig. 16. 

 

De manera general, se observa que en los grupos control a los tres 

tiempos se comportaron de manera similar, por lo tanto, no hubo diferencias 

estadísticamente significativas (p> 0.162). Con respecto a los tratamientos, a 
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las 6 y 24 h existe una disminución en el recuento de hemocitos conforme 

aumenta la dosis (CT a 25 µg de Diazinón/ g camarón  a 6 h: 9.16 x 106, 9.97 x 

106, 6.67 x 106, 4.97 x 106  hemocitos/ ml hemolinfa; a 24 h: 7.94 x 106, 7.11 x 

106, 4.46 x 106, 3.73 x 106 hemocitos/ ml hemolinfa; respectivamente). Así 

mismo, se observó una disminución en RTH de los camarones expuestos a la 

dosis más alta (25 µg de Diazinón/ g camarón), con diferencias significativas 

respecto al control (p= 0.002 para 6 y 24h). En cambio, a las 72 h post-

exposición no se presentaron diferencias significativas entre ningún tratamiento 

(p >0.05). 

 

 

 
Figura 16. Recuento total de hemocitos (RTH) de L. vannamei expuestos a 5, 15 y 25 

µg de Diazinón/ g camarón a diferentes tiempos (6, 24 y 72 h). Las letras minúsculas 

diferentes  indican diferencias significativas entre dosis por cada tiempo (p ≤ 0. 05). 

CT= control. 
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En este estudio la presencia del Diazinón afectó el recuento total de 

hemocitos en las dosis de 15 y 25 µg de  Diazinón/ g camarón a las 6 y 24 h 

post exposición, mientras que a las 72 h los organismos aparentemente 

comienzan una fase de compensación. A pesar de que algunos autores han 

reportado el efecto de los plaguicidas en el camarón, se desconoce el 

mecanismo exacto por el cual éstos activan el sistema inmunológico (Bhavan y 

Geraldine, 2001; Comoglio et al., 2005; Frasco et al., 2006; Key y Fulton, 2006). 

Sin embargo se conoce que el organismo al sentirse amenazado, puede 

movilizar los hemocitos de los reservorios del seno hemal hacia la hemolinfa 

para restablecer los valores y/o sobreregular la división celular para provocar la 

maduración y proliferación de hemocitos precursores en el tejido 

hematopoyético (Lorenzon et al., 2001), el cual continuamente está 

reemplazando nuevos hemocitos en la hemolinfa para que el organismo pueda 

protegerse del agente extraño (Van de Braak et al., 2002). Así mismo es 

probable suponer que los plaguicidas indirectamente provocan disminuciones 

en el total de hemocitos circulantes al afectar otras vías bioquímicas como las 

CYP450, la síntesis de quitina o la inhibición de AChE (Días-Baimy, 2000).    

 

 Disminuciones en el recuento de hemocitos han sido observados por  

Rickwood y Galloway (2004) en el mejillón Mytilus edullis al exponerlo a un 

plaguicida organofosforado (Clorfenvinfos), siendo más significativa la 

disminución en la concentración más alta (0.03 mg/ l) después de 24 h de 

exposición; ellos atribuyen este efecto a que el Clorfenvinfos inhibe las serinas 

hidrolasas, las cuales están presentes en los caminos de transducción de 

señales que modulan la activación, la proliferación y, subsecuentemente, las 

funciones vitales inmunológicas. Por otro lado, Mexía-Salazar et al. (2008) 

también encontraron una reducción en el número de hemocitos de L. vannamei 

expuesto a diferentes concentraciones de Fumosina, una toxina producida por 

hongos. La disminución de hemocitos causada por esta toxina, provocó una 

disminución de la respuesta inmune del camarón, y consecutivamente daños 

histológicos en el hepatopáncreas.  
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Otros autores han observado disminuciones en el número de hemocitos 

cuando los camarones han sido expuestos a bacterias o virus y/o sometidos a 

otro tipo de estrés como salinidad,  temperatura o estimulantes (Ji et al.,  2009; 

Li et al.,  2009; Sarathi et al.,  2007). Chang et al. (2006) no observaron 

disminución de hemocitos cuando expusieron al camarón de agua dulce (M. 

rosenbergii) al plaguicida organofosforado Triclorfon a 0.2 y 0.4 mg / l. Tampoco 

Mercier et al.  (2006), observaron diferencias significativas en el recuento total 

de hemocitos cuando L. vannamei fue expuesto a estrés por manipulación, 

atribuyendo que esto pudo ocurrir como una respuesta adaptativa del  camarón. 

 

En el camarón, los hemocitos se clasifican con base a su morfología y 

citoquímica, en tres grupos: hemocitos hialinos (sin gránulos), semigranulares 

(con pequeños gránulos) y granulares (grandes gránulos). Ellos tienen un papel 

fundamental en las reacciones de defensa, debido a que se movilizan y 

desencadenan una serie de reacciones para eliminar microorganismos o 

cualquier agente extraño (Bachere, 2000; Soderhall et al., 2003).   

 

En el presente estudio se evaluó el recuento diferencial de hemocitos 

(RDH) en L. vannamei expuestos a tres diferentes dosis de Diazinón a 

diferentes tiempos (6, 24, y 72 h). Los resultados se expresaron en porcentaje 

de cada tipo de hemocitos respecto a un total de 200 células consideradas 

como el 100%.  

 

En general durante los tres periodos de exposición se observó un mayor 

porcentaje de hemocitos granulares (HG), seguidos por hemocitos 

semigranulares (HSG) y en menor  proporción los hemocitos hialinos (HH). 

Cabe señalar que a las 6 y 24 h post exposición las tendencias de los 

hemocitos granulares y semigranulares son inversas con respecto a la 

concentración (Fig. 17). 
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Figura 17. Recuento diferencial de hemocitos de L. vannamei expuestos a 5, 15 y 25 

µg de Diazinón/ g camarón a diferentes tiempos (6, 24 y 72 h). CT= control, HH= 

Hemocitos hialinos, HSG= Hemocitos semigranulares y HG= Hemocitos granulares. 

 

A las 6 h post exposición se observó un aumento en el porcentaje de HG 

conforme aumentó la dosis de Diazinón ( de CT a 25 µg de Diazinón/ g 

camarón: 45.04%, 51.42%, 63.02%, 67.21% cel/ ml hemolinfa), revirtiéndose la 

tendencia en HSG y HH, que tienden a disminuir de manera dependiente de la 

dosis (de CT a 25 µg de Diazinón/ g camarón, HSG: 49.03%, 45.80%, 33.94%, 

31.44% y HH: 7.27%, 6.60%, 0.64%, 0.53% cel/ ml hemolinfa). A pesar de la 

relación inversa entre HG y HSG, en ambos tipos de hemocitos se observaron 

diferencias significativas entre la dosis más alta (25 µg de Diazinón/ g camarón) 

con respecto al control (p < 0.001) para  ambos), mientras que en HH no se 

presentaron diferencias significativas entre ningún tratamiento (p= 0.085) (Fig. 

18). 
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Figura 18. Recuento diferencial de hemocitos de L. vannamei expuesto a 5, 15 y 25 µg 

de Diazinón/ g camarón a 6 h. Las letras minúsculas diferentes indican diferencias 

significativas entre los tratamientos de cada tipo de hemocitos (p ≤ 0. 05). CT= control, 

HH= Hemocitos hialinos, HSG= Hemocitos semigranulares y HG= Hemocitos 

granulares. 

 

 

A las 24 h post exposición se observó una relación inversa entre HG y 

HSG, siendo más evidente en las dosis de 5 y 25 µg de Diazinón/ g camarón. 

En la dosis de 5 µg de Diazinón/ g camarón se obtuvo el menor porcentaje de 

HG (63.67 %) y en la dosis de 25 µg de Diazinón/ g camarón se obtuvo el 

mayor porcentaje (75.18 %), sin diferencias significativas entre ambos 

tratamientos (p= 0.066). Contrario a esto, en los HSG el mayor porcentaje se 

obtuvo en la dosis de 5 µg de Diazinón/ g camarón (30.08 %) y el menor 

porcentaje en la dosis de 25 µg de Diazinón/ g camarón (19.07 %), con 

diferencias significativas entre ambos tratamientos (p= 0.006). El porcentaje de 

HH disminuyó de manera dependiente de la dosis (de CT a 25 µg de Diazinón/ 
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g camarón: 6.25, 2.34, 1.8, 1.08 % cel/ ml hemolinfa), sin embargo, no hubo 

diferencias significativas entre tratamientos (p= 0.085) (Fig. 19).  

 

Figura 19. Recuento diferencial de hemocitos  (RDH) de L. vannamei expuesto a 5, 15 

y 25 µg de Diazinón/ g camarón a 24 h. Las letras minúsculas indican diferencias 

significativas entre los tratamientos de cada tipo de hemocitos (p ≤ 0. 05). CT= control, 

HH= Hemocitos hialinos, HSG= Hemocitos semigranulares y HG= Hemocitos 

granulares. 

 

A las 72 h post exposición, se observó que en las proporciones de los 3 

tipos de hemocitos fueron muy similares a las obtenidas en el control, sin 

presentarse diferencias significativas entre tratamientos (p> 0.23, p> 0.22, y p= 

0.08), lo cual indica que los organismos que sobrevivieron la exposición al 

plaguicida entraron en una fase de  recuperación, restableciendo el porcentaje 

de hemocitos (Fig. 20).  

 



86 

 

 

Figura 20. Recuento diferencial de hemocitos de L. vannamei expuestos a 5, 15 y 25 

µg de Diazinón/ g camarón a 72 h. Las letras minúsculas indican diferencias 

significativas entre los tratamientos de cada tipo de hemocitos (p ≤ 0. 05). CT= control, 

HH= Hemocitos hialinos, HSG= Hemocitos semigranulares y HG= Hemocitos 

granulares. 

 

En general se encontró que los tipos de hemocitos que predominaron 

independientemente de los tiempos y los tratamientos fueron los HG, seguidos 

de los HSG y de los HH.  Esto pudo deberse a que los HG almacenan en sus 

gránulos la mayoría de los efectores inmunológicos, y por tal motivo se 

encuentran en mayor proporción en la hemolinfa para posteriormente ser 

transportados a los lugares donde sean necesarios (Van de Braak et al., 2002). 

Una relación similar a la del presente estudio fue obtenida por Cárdenas et al. 

(2000), quienes mediante microscopia electrónica, observaron que en el 

cangrejo de río Procambarus zonangulus estimulado con zimozan, los 

hemocitos granulares aparentemente fueron más abundantes que los 
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hemocitos semigranulares (9-13%, y 2%, respectivamente). Por lo contrario, 

hay otros autores que reportan una menor proporción de hemocitos granulares 

o no reportan cambios en los diferentes tipos de hemocitos durante infección 

por virus del síndrome de taura  (Song et al., 2003), o ante la presencia del virus 

de la mionecrosis infecciosa (Costa et al., 2009). 

 

Ante la presencia de algún factor que cause estrés en los organismos, 

los hemocitos se desgranulan para activar el sistema inmunológico, mediante 

funciones específicas de cada tipo de hemocito, así mismo éstos pueden 

movilizarse hacia tejidos o sitios dañados, y redistribuirse. Los hemocitos 

activados estimulan a su vez la hematopoyesis, aumentando la efectividad del 

sistema de defensa del organismo (Jiravanichpaisal et al., 2006). Como se 

mencionó anteriormente, el mecanismo exacto que ejercen los plaguicidas 

sobre parámetros inmunológicos no es muy claro, sin embargo en el presente 

estudio, se pudo observar que ante la presencia del plaguicida Diazinón se 

presentaron cambios en los porcentajes de los tipos de hemocitos de manera 

dependiente de la dosis, siendo más evidentes a las 6 h.  

 

Así mismo, se observaron tendencias inversas entre el porcentaje de 

hemocitos granulares con respecto a los hemocitos semigranulares y hialinos 

en los tres tiempos. Estas relaciones inversas pueden deberse a la función 

específica de cada tipo de hemocito, por ejemplo, los HSG son los más 

sensibles,  ya que ante algún estímulo éstos son los primeros que reaccionan 

desgranulándose para liberar a la hemolinfa el contenido vesicular; este 

contenido a su vez, estimula a los hemocitos granulares para desgranularse y 

liberar a la hemolinfa los componentes humorales, como los zimógenos de 

proFO y la enzima activadora de la proFO, proteínas, entre otras (Holmblad y 

Soderhall, 1999). Por su parte, los hemocitos hialinos (HH) sólo intervienen en 

la fagocitosis, pero durante este proceso se da la producción de especies 

reactivas de oxígeno, siendo el anión superóxido el principal radical producido 

durante el estallido respiratorio. Por lo tanto, este tipo de hemocitos (HH) 
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pueden relacionarse con la actividad de la enzima superóxido dismutasa, la cual 

es la encargada de dismutar el anión superóxido (Vargas-Albores y Barracco, 

2001). 

 

Aunque la inmunotoxicidad de plaguicidas en mecanismos celulares y 

moleculares no ha sido muy estudiado, se ha encontrado que los plaguicidas 

reprimen respuestas inmunes humorales y celulares y son diferencialmente 

afectadas por diferentes plaguicidas (Banerjee, 1999). Esta relación puede 

deberse a que las esterasas asociadas a las membranas celulares de los 

hemocitos también pueden ser inhibidas y pueden dar cambios estructurales o 

funcionales en poblaciones de hemocitos (Galloway y Handy, 2003).    

 

 

 

Figura 21. Hemocitos granulares, semigranulares y hialinos. A) vista desde el ocular 

20x; B) vista desde ocular 60x; C) hemocitos granulares y actividad fenoloxidasa; D) 

Hemocito hialino. 
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7.6 Actividad de Fenoloxidasa Total, Fenoloxidasa (FO)  y 
Profenoloxidasa (proFO) 

 

En crustáceos, la biosíntesis de la melanina, pigmento oscuro al cual se 

le adjudican diversas propiedades biológicas, se produce mediante el sistema 

profenoloxidasa. Dicho sistema se encuentra en forma inactiva dentro de los 

hemocitos (proFO), pero ante la presencia de agentes extraños se activa a 

Fenoloxidasa (FO) desencadenando una compleja cascada de reacciones para 

finalmente producir melanina (Perazzolo et al., 2002; Vargas-Albores y 

Barracco, 2001). 

 

En el presente estudio se evaluó la actividad de la Fenoloxidasa total (FO 

Total), la Fenoloxidasa (FO) y la profenoloxidasa (proFO) en células lisadas de 

hemocitos de L. vannamei expuestos a 5, 15 y 25 µg  de Diazinón/ g camarón a 

6, 24 y 72 h, cuyos resultados obtenidos se muestran en las figuras 21, 22, y 

23. 

 

De manera general se observó que las tendencias obtenidas en la 

actividad de FO total, FO y proFO fueron similares a las 6 y 24 h, pero a las 72 

h la tendencia fue diferente. A las 6 h post exposición, en las dosis de 5 y 15 µg 

de Diazinón/ g camarón se observó una menor actividad de FO Total (1.76 y 

1.70 unidades FO/ mg prot, respectivamente), y también de proFO (1.01 y 0.98 

unidades FO/ mg prot), respectivamente), con diferencias significativas respecto 

al control (FO total: p< 0.01 y proFO: p< 0.007 para ambas dosis). En la 

actividad de FO, los menores valores también se presentaron en las dosis de 5 

y 15 µg de Diazinón/ g camarón (0.75 y 0.72 unidades FO/ mg prot), sin 

embargo, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos (p> 0.05). Así 

mismo, en la dosis de 25 µg de Diazinón/ g camarón en las 3 actividades se 

observó un aumento respecto a las dosis menores, sin diferencias significativas 

(p>0.05).  (Fig. 21). 
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Figura 22. Actividad de Fenoloxidasa total, Fenoloxidasa y profenoloxidasa  de L. 

vannamei expuestos a 5, 15 y 25 µg de Diazinón/ g camarón a 6 h. Las letras 

minúsculas diferentes indican diferencias significativas a cada tiempo (p ≤ 0. 05). 

 

 

Contrario a la tendencia de las 6 h, a las 24 h post exposición, se 

observó un aumento en las dosis de 5 y 15 µg de Diazinón/ g camarón en la 

actividad de FO Total (4.79 y 4.53 unidades FO/ mg prot, respectivamente) y 

proFO (2.43 y 2.30 unidades FO/ mg prot, respectivamente), con diferencias 

significativas respecto al control (p< 0.001 para FO total y p= 0.002 para 

proFO). En la actividad de FO, se observó un aumento de actividad en todos los 

tratamientos con diferencias significativas respecto al control (p< 0.05 )  (Fig. 

22).  
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Figura 23. Actividad de fenoloxidasa total, fenoloxidasa y profenoloxidasa  de L. 

vannamei expuestos a 5, 15 y 25 µg de Diazinón/ g camarón a 24 h. Las letras 

minúsculas indican diferencias significativas entre cada tiempo de muestreo (p ≤ 0. 05). 

 

A las 72 h post exposición no se presentaron diferencias significativas 

entre el control y los tratamientos para ninguna de las tres actividades (p> 0.05). 

(Fig. 23). 
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Figura 24. Actividad de fenoloxidasa total, fenoloxidasa y profenoloxidasa de L. 

vannamei expuestos a 5, 15 y 25 µg de Diazinón/ g camarón a 72 h. Las letras 

minúsculas indican diferencias significativas entre cada tiempo de muestreo (p ≤ 0. 05). 

 

A pesar de que el mecanismo de activación del sistema profenoloxidasa 

ante la presencia de un xenobiótico no es tan conocido como el mecanismo de 

activación ante la presencia de algún patógeno, en el presente estudio se 

puede observar que hay una relación entre la activación de FO con el 

porcentaje de hemocitos granulares. Esta respuesta puede deberse a que los 

hemocitos granulares son los principales efectores de las respuestas 

humorales, debido a que contienen en mayor cantidad dichos componentes, 

entre ellos el zimógeno proFO y la enzima activadora ppA, los cuales quedan 

disponibles en la hemolinfa después de la desgranulación.   
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Yeh et al., 2005 sugieren que ante la presencia del organofosforado 

Triclorfon, éste puede perturbar el balance ácido-base de los camarones, y a su 

vez provocar una disminución en la actividad de fenoloxidasa, induciendo el 

estallido respiratorio, lo cual repercute en el debilitamiento del sistema inmune. 

Esto podría ser otro camino de activación de la actividad fenoloxidasa en el 

presente estudio, ya que se ha reportado que dicha actividad también puede 

tener actividad peroxidativa.  

 

Algunos autores han reportado que el sistema proFO puede ser activado 

por inmunoestimulantes bióticos (β-1, 3- glucanos, zimosan, lipopolisacáridos, 

peptidoglucanos, y laminarin), por varios factores ambientales y biológicos, 

incluyendo calcio, dodecilsulfato, tripsina, aumento de temperatura, exposición 

a plaguicidas y estadio de muda (Chuo et al.,  2005). Así mismo también se han 

observado disminuciones en la actividad de Fenoloxidasa ante la presencia de 

la bacteria V. alginilotycus en el camarón F. indicus (Sarathi et al., 2007), 

expuesto a ésteres de ftalato (Cheng y Sung, 2005), y expuesto al plaguicida 

organofosforado Triclorfon a altas concentraciones (0.2 y 0.3 mg/ l) (en M. 

rosenbergii (Yeh et al., 2005) 

 

 

7.7 Actividad de superóxido dismutasa (SOD) 

 

En la actividad de superóxido dismutasa a las 6 y 24 h post exposición se 

obtuvo una menor actividad en los tratamientos (5, 15 y 25 µg de Diazinón/ g 

camarón) con diferencias significativas respecto al control (p<  0.001). A las 72 

h post exposición no se observaron diferencias significativas entre el grupo 

control y los tratamientos (p> 0.05) (Fig. 24) 
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Figura 25. Actividad de superóxido dismutasa en hemolinfa de L. vannamei expuestos 

a 5, 15 y 25 µg  de Diazinón/ g camarón a diferentes tiempos (6, 24 y 72 h). Las letras 

minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre cada tiempo (p ≤ 0. 05). 

CT= control. 

 

Se puede inferir que los camarones a las  6 y 24 h de exposición al 

plaguicida Diazinón provocó una producción excesiva de ROS que a su vez, 

alteró la actividad de la enzima antioxidante SOD en los tratamientos. Sin 

embargo, a las 72 h, los valores de la actividad de SOD en los tratamientos 

fueron muy similares a los obtenidos en el control a las 6 y 24 h, lo cual indicó 

una aparente recuperación de los organismos. Al respecto, Kristoff et al., 

(2008), señalan que después de una sobreproducción de ROS, los organismos 

pueden activar mecanismos compensatorios tal como el incremento de los 

niveles de las enzimas antioxidantes, como la SOD para evitar el daño 

oxidativo. Por lo tanto, las actividades de las enzimas antioxidantes pueden ser 
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resultado de la capacidad de síntesis de la enzima por el propio organismo ó de 

la inactivación de la enzima por algún agente estresor (Li et al.,  2008).  

 

Los resultados obtenidos en la hemolinfa de camarón  concuerdan con 

los de Vijayavel y Balasubramanian (2009), quienes observaron una 

disminución en las actividades de antioxidantes (SOD, catalasa, glutatión 

peroxidasa, vitamina C y E) en hepatopáncreas, músculo y branquias del 

camaron P.  Monodon expuesto al insecticida piretroide Fenvelarato durante 15 

días. Estos resultados sugieren que los plaguicidas causan altos niveles de 

producción de ROS, lo cual desde el punto de vista inmunológico resulta 

benéfico debido a su actividad microbicida. Sin embargo, la sobreproducción 

continua de ROS puede provocar una disminución en las actividades de 

enzimas antioxidantes como la SOD y CAT (Kristoff et al.,  2008; Banerjee, 

1999), y es cuando se produce un daño oxidativo en tejidos y macromoléculas 

(incluyendo ADN, proteínas y lípidos) y el organismo no puede recuperarse 

(Xian et al.,  2010; Banerjee, 1999). Este fenómeno se ha reportado en diversos 

estudios por efecto de virus (Pan et al.,  2008; Mathew et al.,  2007; 

Mohankumar y Ramasamy, 2006; Song et al.,  2003). 

 

 

7.8 Peroxidación de Lípidos (LPO) 

 

La peroxidación de lípidos es un proceso complejo en el cual se da la 

interacción del oxígeno molecular, o las especies reactivas de oxigeno (ROS) 

con los ácidos grasos poliinsaturados (Vijayavel y Balasubramanian, 2009). 

Durante este proceso se forman algunos hidroperóxidos lípidos, que 

subsecuentemente forman algunos subproductos entre los que se encuentran: 

alcanos, alquenos hidroxialquenales y cetonas, los cuales pueden dañar la 

membrana causando la pérdida de la homeostasis celular, lo que provoca 

daños en el ADN y proteínas (Richardson et al.,  2008). 
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El malondialdehido (MDA) es un producto de descomposición de 

hidroperóxidos lípidos, y ha sido usado como un indicador general de estrés 

tóxico derivado de varios tipos de contaminación en invertebrados acuáticos  

(Dutra et al.,  2008).  

 

Por lo tanto, en el presente estudio se determinó la peroxidación de 

lípidos en organismos expuestos a diferentes dosis del plaguicida 

organofosforado Diazinón a diferentes tiempos (6, 24 y 72 h) (Fig. 25).  

 

A las 6  h post exposición, se observó una mayor peroxidación de lípidos 

en las dosis de 5 y 15 µg de Diazinón/ g camarón con diferencias estadísticas 

respecto al control (4.63 y 2.26 nmol/ min/ mg prot, respectivamente) y a la 

dosis de 25µg de Diazinón/ g camarón. A las 24 h post exposición no se 

presentaron diferencias significativas entre ningún tratamiento. En cambio a las 

72 h se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos respecto al 

grupo control  (p< 0.001) (Fig. 25).  
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Figura 26. Contenido de malondialdehido (MDA) como producto de la peroxidación de 

lípidos en hemolinfa de L. vannamei expuesto a 5, 15 y 25 µg  de Diazinón/ g camarón 

a diferentes tiempos de muestreo (6, 24 y 72 h). Las letras minúsculas diferentes 

indican diferencias significativas entre cada tiempo de muestreo (p ≤ 0. 05). CT= 

control. 

 

Los resultados de LPO fueron inversos a los obtenidos en la antioxidante 

SOD, por lo cual se puede atribuir que ante la exposición al plaguicida los 

mecanismos de defensa antioxidantes fueron sobrerregulados en respuesta al 

incremento de ROS. El efecto del plaguicida Diazinón fue evidente a las 6 h 

donde se obtuvo mayor peroxidación de lípidos en las dosis de 5 y 15 µg de 

Diazinón/ g camarón, pero a las 24 y 72 h, los organismos fueron capaces de 

adaptarse a tales fluctuaciones de estrés, induciendo la síntesis adicional de 

enzimas antioxidantes para regular el daño oxidativo, y de esta manera se pudo 

reducir la peroxidación de lípidos. Cabe señalar que a las 72 h se obtuvo mayor 

LPO en el control, esto puede deberse a que la mayoría de los organismos 

control a las 72 h se encontraban en la fase de premuda tardía que se 

caracteriza por la disminución de alimento o anorexia, y los niveles de actividad 
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del sistema inmune bajan y por lo tanto son más susceptibles a sufrir LPO o 

alguna enfermedad.   

  

En otros estudios se ha observado un aumento en la peroxidación de 

lípidos en las branquias del camarón P. monodon expuesto a Deltametrin (0.1 g/ 

l) (Dorts et al.,  2009). Así mismo, Vijayavel y Balasubramanian (2009) 

evaluaron el efecto del piretroide Fenvalerato en hepatopáncreas, músculo y 

branquias del camarón P. monodon, observando una inducción significativa en 

la peroxidación de lípidos en los tres tejidos. Por el contrario, en otros estudios 

se ha observado una tendencia a disminuir la peroxidación de lípidos como el 

de DeLorenzo y De León (2010), quienes observaron disminución en la LPO en 

camarones adultos P. pugio conforme aumentó la concentración de Etofenprox 

(0.11, 0.33 y 1.0 µg/ l etofenprox), observándose a su vez una tendencia 

contraria en las actividades antioxidantes. En juveniles de D. magna expuestos 

a niveles subletales de Cd  y Paraquat, también se observó una disminución en 

la LPO y una inducción de enzimas antioxidantes, lo cual puede indicar que los 

organismos expuestos al plaguicida, activaron su sistema de defensa 

antioxidante y evitaron que los ROS reaccionaran con membranas y otro lípidos 

y de esta manera disminuyeron el daño de la peroxidación de lípidos (Barata et 

al.,  2005).  
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Aunque no es bien conocida la relación sistema inmune- sistema 

antioxidante en invertebrados, los diversos resultados obtenidos en el presente 

estudio nos demuestran que efectivamente existe una relación entre estos dos 

sistemas. Los efectos pudieron deberse a la acción directa del plaguicida en la 

respuesta inmunológica, o como consecuencia indirecta por el efecto del 

plaguicida Diazinón sobre el sistema colinérgico con la inhibición de la enzima 

acetilcolinesterasa, subsecuentemente esta hiperactividad colinérgica aumenta 

la producción de ROS, con lo cual se desencadena la activación del sistema 

antioxidante, como la SOD, para tratar de contrarrestar los ROS producidos, y si 

la exposición continua, y a su vez continúa la producción de ROS excediendo  

la capacidad del sistema antioxidante para contrarrestarlos se produce estrés 

oxidativo, el cual puede medirse mediante la LPO.   

 

En crustáceos como el camarón, los hemocitos son los encargados de 

realizar las principales funciones inmunológicas, ya sea mediante respuestas 

humorales, como la fenoloxidasa (FO), ó por respuestas celulares como 

fagocitos o encapsulación. Esto se vio demostrado en los recuentos de 

hemocitos, en los cuales se observaron disminuciones respecto a la 

concentración del plaguicida a etapas iniciales. Además a dosis altas se 

encontró mayor cantidad de de hemocitos granulares, los cuales contienen 

mayor cantidad de componentes del sistema inmune, y a su vez, se observó 

una disminución de hemocitos semigranulares, los cuales son necesarios para 

estimular la desgranulación de los hemocitos granulares. La cantidad de 

hemocitos granulares además coincidió con la actividad de la fenoloxidasa, un 

proceso clave en la defensa inmunológica del camarón, debido a que este 

proceso se produce la melanina, que es importante para la curación de heridas. 

Así mismo la producción de melanina también está relacionada con la 

producción de ROS, ya que éstos son producidos durante el desarrollo de 

producción de melanina, y actúan como mecanismo microbicida. A su vez, 

durante el estallido respiratorio se da la producción de ROS, y debido a que el 

principal radical formado es el anión superóxido, la actividad de la enzima 



100 

 

antioxidante superóxido dismutasa es de vital importancia en mantener el 

balance homeostático del huésped, ya que esta dismuta el anión superóxido en 

peróxido de hidrógeno y agua. Pero aunque la producción se ROS es un 

importante mecanismo microbicida, cuando la producción de ROS es excesiva y 

sobrepasa la capacidad de la antioxidante se produce un daño oxidativo. 

 

De esta manera el organismo puede morir debido al daño oxidativo 

producido, o puede morir por alguna enfermedad, ya que con el debilitamiento 

del sistema inmune o el sistema colinérgico, el organismo queda más 

susceptible a enfermedades. Sin embargo, tal como se observó en el presente 

estudio a menor concentración del contaminante y una pequeña duración de 

exposición, los organismos pueden responder con vías bioquímicas 

adaptativas, incrementando la concentración de enzimas que intervienen en la 

homeostasis y de esta manera pueden recuperarse después de la exposición al 

plaguicida, como se vio reflejado en el presente estudio donde a las 6 h se 

observó una rápida y máxima inducción, luego a las 24 h post exposición en 

algunas respuestas se observan efectos pero a su vez se observa la adaptación 

de los organismos, y a las 72 h finalmente se observa la recuperación de los 

organismos en la mayoría de las respuestas evaluadas, excepto en el músculo 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

 Se encontró una DL50 de 30 µg de Diazinón/ g camarón  

 

 La actividad de la enzima AChE  presentó una mejor respuesta en 

hemolinfa que en músculo a pesar de que fueron actividades más altas. En 

músculo los efectos se presentaron hasta las 72 h en las dosis más altas. En 

hemolinfa a las 6 y 24 h se presentó una inhibición de AChE dependiente de la 

concentración.  

 

 El recuento total de hemocitos disminuyó a las 6 y 24 h de manera 

dependiente de la concentración, mientras que a las 72 h no hubo diferencias 

entre tratamientos.  

 

 En el RDH, en general durante los tres periodos de exposición se 

observó un mayor porcentaje de hemocitos granulares (HG), seguidos por 

hemocitos semigranulares (HSG) y en menor  proporción los hemocitos hialinos 

(HH). A las 6 y 24 h la proporción de hemocitos granulares aumentó conforme 

aumentó la dosis del plaguicida, mientras que en los semigranulares y hialinos 

sucedió lo contrario. A las 72 h no hubo diferencias entre las proporciones de 

hemocitos en los tratamientos.  

 

 La actividad de SOD a las 6 y 24 h post exposición disminuyó en 

los tratamientos. Pero a las 72 h post exposición se presentaron actividades 

similares a las del control.    
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 En la LPO, a las 6 h post exposición se observó alta peroxidación 

en las dosis de 5 y 15 µg de Diazinón/ g camarón. Sin embargo a las 24 y 72 h 

no se observa tendencia. 

 

 La exposición al plaguicida organofosforado Diazinón provoco un 

aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) lo cual se 

vio reflejado a las 6 h post exposición donde efectivamente se presentó una 

baja actividad de superóxido dismutasa (SOD)y una alta peroxidación (LPO). 

 

 En general las respuestas observadas en L. vannamei expuestos 

al plaguicida Diazinón, nos demuestran que a etapas iniciales post exposición 

se presentaron los efectos, a las 24 h post exposición la mayoría de las 

respuestas nos indica que los organismos comenzaron una fase de 

recuperación, y finalmente a las 72 h los organismos no presentaron efecto, lo 

cual pudo deberse a la recuperación del organismo.   
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IX. RECOMENDACIONES 

 

 Los resultados obtenidos en el presente estudio nos demuestran una 

aparente fase de  recuperación a las 72 h, sin embargo sería necesario pruebas 

de toxicidad subletales a un mayor tiempo post exposición o realizar pruebas de 

toxicidad letal con muestreos continuos para observar el comportamiento del 

organismo. 

 

 Debido al escaso número  de estudios en relación del sistema 

profenoloxidasa ante la presencia de plaguicidas sería recomendable seguir 

este camino de investigación. 

 

 Realizar más pruebas de toxicidad con Diazinón incluyendo la evaluación 

del anión superóxido, el cual es el primer radical libre formado durante el 

estallido respiratorio. 

 

 Evaluar las respuestas incluidas en el presente estudio pero comparando 

varios tejidos  o probando diferentes métodos de exposición. 
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ANEXO I 

Solución isotónica de camarón con EDTA 2X (SIC- EDTA 2X) 

 

 

 Reactivos 

 

Cloruro de sodio (NaCl)   

Cloruro de Potasio (KCl) 

Ácido N-2-Hidroxietilpiperacina-N'-2'-Etanesulfónico 

(HEPES)  

Etilendiamin tetracético disódio (EDTA. Na2) 

Agua destilada 

 

A) Cloruro de sodio (NaCl) 900mM:  

Pesar 26.298g de NaCl (PM: 58.44) 

 

B) Cloruro de Potasio (KCl) 20Mm: 

Pesar 0.7455g de KCl (PM: 74.55) 

 

C) Ácido N-2-Hidroxietilpiperacina-N'-2'-Etanesulfónico (HEPES) 20Mm: 

Pesar 2.383 de HEPES (PM: 238.3) 

 

D) Etilendiamin tetracético disódio (EDTA. Na2) 20Mm: 

Pesar 3.722g de EDTA Na2 (PM: 372.2) 

 

 Procedimiento 

 

 Se incorporan todos los reactivos en 400ml de agua destilada; posteriormente 

se ajusta el pH a 7.3. Al  ajustar el pH si los valores son mayores a 7.3 adicionar 

unas gotas de ácido clorhídrico concentrado (HCl), si por lo contrario esta 

debajo de 7.3 adicionar gotas de Hodróxido de Sodio (NaOH).   

 

Después de ajustar el pH la solución se afora en 500ml. Una vez aforada 

la solución, se filtra utilizando un filtro de x µm y una bomba de vacío. La 

solución filtrada se vacía al frasco previamente esterilizado, se etiqueta y se 

mantiene a 4°C. 

 

*Nota: todo el material debe ir esterilizado antes de preparar el reactivo; 

además se recomienda hacer alícuotas de la solución para que no se 

contamine. 
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ANEXO II 

Buffers 

 

Buffer fosfato salino (PBS) pH 7.4: 

 

 Reactivos: 

 

Cloruro de sodio   (NaCl) 

Cloruro de Potasio   (KCl) 

Fosfato disódico   (Na2HPO4) 

Fosfato potasio   (KH2PO4) 

Agua destilada   (H2O) 

 

A) Cloruro de sodio (NaCl) 1.37M:  

Pesar 80g de NaCl (PM: 58.44) 

 

B) Cloruro de Potasio (KCl) 27mM: 

Pesar 2g de KCl (PM: 74.55) 

 

C) Fosfato disódico (Na2HPO4) 100mM: 

Pesar 14.4g de Na2HPO4 (PM: 141.96) 

 

D) Fosfato de potasio (KH2PO4) 20mM: 

Pesar 2.4g de KH2PO4 (PM: 136.1) 

 

 Procedimiento 

Se disuelven todos los reactivos, y  una vez preparada la solución se 

ajusta el pH a 7.4. Al  ajustar el pH si los valores son mayores a 7.4 adicionar 

unas gotas de ácido clorhídrico concentrado (HCl), si por lo contrario esta 

debajo de 7.4 adicionar gotas de Hidróxido de Sodio (NaOH).   

 

Finalmente, se esteriliza en autoclave durante 20minutos. Almacenar a 

4°C. La solución es estable por varios meses. 
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Buffer de homogenización TRIS HCl pH 7.2 

  

 Reactivos 

 

TRIS HCl (ó TRIZMA HCl; C4H11NO3 • HCl)  

Agua destilada   (H2O) 

 

A) TRIS HCl (ó TRIZMA HCl; C4H11NO3 • HCl) 0.1M:  

Pesar 15.76g de TRIS HCl (PM: 157.6) 

 

 Preparación 

 

Disolver 15.76g de TRIS HCl 0.1M en 1000ml de agua destilada 

ajustando el pH a 7.2. Una vez preparada la solución, almacenar a 4°C. La 

solución es estable por varias semanas. 

 

 

Buffer fosfatos 50mM, pH 7.4 

 

 Reactivos 

 

Fosfato disódico   (Na2HPO4) 

Fosfato potasio   (KH2PO4) 

Agua destilada   (H2O) 

 

A) Fosfato disódico (Na2HPO4) 0.05M:  

Pesar 7.584g de Na2HPO4  (PM: 141.96) y disolver en 100ml de agua 

destilada. 

 

B) Fosfato de potasio (KH2PO4) 0.0132M: 

Pesar 1.8g de KH2PO4 (PM: 74.55) y disolver en 100ml de agua 

destilada. 

 

 Preparación 

 

Disolver 7.584g de Na2HPO4) en 100ml de agua; a su vez, disolver los 

1.8g de KH2PO4) en 100ml de agua. Mezclar ambas soluciones y aforar a 

1000ml. Una vez preparada la solución, ajustar el pH a 7.4. Posteriormente, 

almacenar a 4°C, la solución es estable por varios meses. 

Buffer Cacodilato (Cac), pH 7.0 
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 Reactivos 

 

Cacodilato de sodio (C2H6AsO2Na) 10mM 

Cloruro de calcio (CaCl2) 10mM 

Agua destilada   (H2O) 

 

A) Cacodilato de sodio (C2H6AsO2Na) 10mM: :  

Pesar 1.6g de C2H6AsO2Na (PM: 160)  

 

B) Cloruro de calcio (CaCl2) 10mM: 

Pesar 1.1099g de CaCl2 (PM: 110.99)  

 

 Preparación 

 

Disolver el cacodilato de sodio y el cloruro de calcio en 1000ml de 

agua destilada. Una vez preparada la solución, ajustar el pH a 7.0. 

Posteriormente, almacenar a 4°C, la solución es estable por varios 

meses. 
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ANEXO III 

Solución madre y dosis de Diazinón 

 

El Diazinón utilizado para preparar la solución madre, es grado técnico 

con 95.9% de pureza, entonces por cada 100g de producto habrá 95.9g de 

Diazinón ingrediente activo. 

 

Para la preparación de la solución madre se tomó en cuenta el peso del 

organismo (12.25g), la dosis objetivo (40µg Diazinón/ g camarón), el volumen 

de solución madre deseado (25ml) y la cantidad  de inóculo estimado por cada 

organismo (50µl). 

 

Por ejemplo, si se desea inocular a un organismo de 12.25g, con una 

dosis de 40µg Diazinón/ g camarón, primeramente tenemos que conocer qué 

cantidad de Diazinón hay por camarón, por  lo tanto:  

 

Peso del organismo Dosis Diazinón total por camarón  

(12.25g) (40µg Diazinón/ g camarón)   490µg DZN 

 

Cada organismo inoculado con 50µl de solución tendrá 490µg D. Si se 

desea preparar una solución madre de 25ml (25000ul), entonces se necesita 

saber qué cantidad de Diazinón se debe pesar para obtener 490µg D en 50µul 

de inóculo, por lo tanto:  

 

Diazinón total  µl 

490µg DZN 50µl 

x 25000µl 

X= 245000µg DZN  

 

Entonces de lo anterior se obtiene que, necesito pesar 245mg para  

preparar 25ml de solución madre al 100%, pero el reactivo Diazinón viene al 

95.9% entonces: 

 

Diazinón a pesar % 

490mg DZN 100 

x 95.9 

X= 255.47mg DZN  
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Para la preparación de las dosis de 5, 15 y 25µg Diazinón/ g camarón, se 

partió de la solución madre de 40µg  de Diazinón/ g camarón. Al igual que la 

solución madre lo primero que se tiene que hacer es conocer qué cantidad de 

Diazinón hay por camarón, por  lo tanto:  

 

Peso del organismo Dosis Diazinón total por camarón  

(12.25g) (5µg Diazinón/ g camarón)   61.25µg DZN 

(12.25g) (15µg Diazinón/ g camarón)   183.75µg DZN 

(12.25g) (25µg Diazinón/ g camarón)  306.25µg DZN 

 

 

Dosis de 25µg Diazinón/ g camarón 

 

Cada organismo inoculado con 50µl de dosis 25ug/ g tendrá 306.25µg 

DZN. Si se desean preparar 5ml (5000ul) de esta dosis, entonces se necesita 

saber qué cantidad de ml hay que tomar de la solución madre, por lo tanto:  

 

DOSIS 25 µg Diazinón/ g 

camarón 

Diazinón total µl 

306.25µg DZN 50µl 

x 5000µl 

X= 30625µg DZN  en 5ml 

6.125mg DZN en 1ml 

 

Solución madre (40µg Diazinón/ g 

camarón) 

Diazinón total ml 

255.47mg DZN 25ml 

10.2188mg DZN 1ml 

 

 

 

C1 V1 C2 V2 

10.2188mg/ml x 6.125mg/ml 5ml 

X= 2.996ml hay que tomar de la sol. madre 
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Dosis de 15µg Diazinón/ g camarón 

 

Cada organismo inoculado con 50µl de dosis 15µg/ g tendrá 183.75µg 

DZN. Si se desean preparar 5ml (5000ul) de esta dosis, entonces se necesita 

saber qué cantidad de ml hay que tomar de la solución madre, por lo tanto:  

 

DOSIS 15 µg Diazinón/ g camarón 

Diazinón total µl 

183.75µg DZN 50µl 

x 5000µl 

X= 18375µg DZN  en 5ml 

3.675mg DZN en 1ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dosis de 5µg Diazinón/ g camarón 

 

Cada organismo inoculado con 50µl de dosis 5µg/ g tendrá 61.25µg 

DZN. Si se desean preparar 5ml (5000ul) de esta dosis, entonces se necesita 

saber qué cantidad de ml hay que tomar de la solución madre, por lo tanto:  

 

DOSIS 5 µg Diazinón/ g camarón 

Diazinón total µl 

61.25µg DZN 50µl 

x 5000µl 

X= 6125µg DZN  en 5ml 

1.225mg DZN en 1ml 

 

 

 

 

 

 

Solución madre (40µg Diazinón/ g camarón) 

Diazinón total ml 

255.47mg DZN 25ml 

10.2188mg DZN 1ml 

C1 V1 C2 V2 

10.2188mg/ml x 3.675mg/ml 5ml 

X=1.798ml hay que tomar de la sol. madre 
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Solución madre (40µg Diazinón/ g camarón) 

Diazinón total ml 

255.47mg DZN 25ml 

10.2188mg DZN 1ml 

 

 

 

 

 

Las soluciones se prepararon un día antes del bioensayo, se guardaron en 

frascos ámbar y se mantuvieron en refrigeración hasta el momento de su uso. 

Procurar dar vortex antes de administrarla a los organismos para disolver bien 

el Diazinón.  

 

C1 V1 C2 V2 

10.2188mg/ml x 1.225mg/ml 5ml 

X= 0.599ml hay que tomar de la sol. madre 



ANEXO IV 

 

Técnica: recuento total y diferencial de hemocitos 

 

 Reactivos: 

 

Solución fijadora (Formalina 4% + NaCl 0.45M) 

Agua destilada   (H2O) 

 

 

A) Formalina 4% :  

Tomar 54ml de formalina al 37% 

 

B) Cloruro de Sodio (NaCl) 0.45M: 

Pesar 13.149g de NaCl  (PM: 58.44) en 500ml de agua destilada  

 

Una vez preparada la solución B, mezclar con la solución A, mantenerla 

a temperatura ambiente.  

 

 Procedimiento: 

 

Para realizar el recuento total de hemocitos, el microscopio electrónico se 

enfocó primeramente en el ocular 10x y, posteriormente se pasó al ocular de 

40X, donde se visualizó individualmente un cuadrante (Fig. 1 a); y con ayuda 

del carro del microscopio se desplazó por la cuadricula hasta contar las células 

presentes en todo el cuadro. Los recuentos se realizaron siguiendo las flechas 

para evitar que las células se cuenten dos veces o que no se cuenten (Fig. 1 b). 

Además se observaron 3 líneas que delimitan el cuadro, éstas definieron cuales 

células eran contables (las que no tocan la 2da línea) o cuales se encontraban 

fuera del campo de recuento (las que tocan o están encima de la 2da línea) (Fig 

1 c). 
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a)                                         B)                                            c) 

Fig. 1.- Vista de un cuadrante de la cámara de Neubauer con el ocular de 40x. a) 
cuadrante utilizado para realizar el recuento total; b) indicación de cómo se debe de 
realizar el recuento; c) indicación de las células que se deben de tomar en cuenta para el 
recuento. 

 

 

Posteriormente se contaron las células presentes en los otros 4 

cuadrantes, siguiendo las mismas consideraciones descritas anteriormente, 

para después sumar el total de células obtenidas de los 5 cuadrantes y 

mediante la siguiente fórmula calcular el total de células por ml de hemolinfa 

(Sritunyalucksana et al.,  2005): 

 

RTH= 5 *∑células * 104 * factor dilución (Ec. 1) 

 

Donde: 

5= el número de cuadrantes contados (5) 

∑células= total de células contadas en los 5 cuadrantes contados (x) 

104 = se utiliza cuando se cuentan los cuadrados de los extremos. 

Factor de dilución= dilución utilizada de la muestra, la solución fijadora 

y el anticoagulante. En este caso fue 3. 

 

Para el recuento diferencial de hemocitos, en 20µl de hemolinfa fijada se 

cuentan 100 células (por ambos lados de la cámara) directamente en la cámara 

de Neubauer enfocando el microscopio en el ocular de 40x. 

 

Posteriormente se toman las 200 células contadas como el 100% y se  

saca una relación en porcentaje, de los diferentes tipos de hemocitos 

(granulares, semigranulares y hialinos). 
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ANEXO  V 

 

Técnica Fenoloxidasa, fenoloxidasa total y profenoloxidasa 

 

 

 Reactivos: 

Solución L- dihidroxifenilalanina (L- DOPA)  

Solución Tripsina  

Buffer cacodilato (Cac) pH 7.0 

 

A) Solución L- dihidroxifenilalanina (L- DOPA)15mM :  

Pesar 3mg de L- DOPA  y disolver en 1ml de buffer cacodilato pH 7.0 

 

B) Solución Tripsina: 

Pesar 1mg de Tripsina y disolver en 1 ml de Buffer cacodilato  

 

C) Buffer cacodilato pH 7.0: 

Ver anexo II 

 

NOTA: La solución L- DOPA debe ser preparada antes de usarse porque 

es sensible a la luz; la solución tripsina es estable por varias semanas, pero 

debe mantenerse en frio (4°C). 

 

 Procedimiento: 

 

La actividad fenoloxidasa fue determinada espectrofotométricamente a 490nm a 
través de la formación de un pigmento de color, el DOPAcromo, como producto 
de oxidación de la enzima sustrato L-hidroxifenilalanina (L- DOPA). 
 

FO: 

Colocar 10µl de muestra en microplaca. 

Agregar 250µl de solución L-DOPA, e incubar durante 20min a 25°C. 

Leer la intensidad óptica a 490nm. 

 

FO Total: 

Colocar 10µl de muestra en microplaca. 

Adicionar  10µl de solución tripsina. 

Adicionar 250µl de L-DOPA mantener a temperatura ambiente (25-28°C) 

durante 10min. 
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Medir la absorbancia a 490nm en un lector de placas.  

 

 Cálculos 

 

Una vez obtenidas las absorbancias, se realizaron los cálculos necesarios para 

obtener la actividad específica (unidades FO/min/ mg prot), mediante la 

siguiente fórmula: 

 

Act. específica                 =  ((abs)* (FD)/ TI (min))      (Ec. 2) 

                   FO  y  FO total (min/ mg prot)             P (mg/ml) 

 

Donde: 

Abs= absorbancia de la muestra. 

FD= factor de dilución, tomando en cuenta el anticoagulante  y la hemolinfa 

obtenida, en este caso 2. 

TI= tiempo de incubación, que fue de 10min ó 20 min. 

P= concentración de proteínas de la muestra obtenidas mediante el método de 

Bradford. 

 

La actividad de proFO,  fue obtenida mediante la fórmula siguiente:  

 

proFO= FO Total- FO (Ec. 3) 

 

*Los valores de actividad obtenidos para las actividades de FO y FO total se 

ajustaron a unidades, esto con la finalidad de que los valores fueran más 

manejables en términos de comparación. Una unidad de actividad de enzima es 

definida como un incremento en absorbancia de 0.001/min/ mg prot, por tal 

motivo el valor obtenido en la ecuación 2, se dividió entre 0.001. 
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ANEXO VI 

 

Técnica Acetilcolinesterasa 

 

 

 Reactivos 

 

Solución 5, 5- ditiobis (2- acido nitrobenzoico) DTNB 270µM  

Solución Acetiltiocolina 3mM 

Buffer fosfatos 50mM 

 

 

A) Solución 5, 5- ditiobis (2- acido nitrobenzoico) DTNB 270µM:  

Pesar 0.0107g de DTNB y disolver en 100ml de buffer fosfatos 50mM 

 

B) Solución acetilcolina 3mM: 

Pesar 0.0215g de Yoduro de acetilcolina y disolver en 25ml de agua 

destilada. 

 

Nota: la solución DTNB  es estable por varias semanas a 4°C; la 

solución acetilcolina debe prepararse momentos antes de usarse y mantenerse 

en la oscuridad. 

 

 Procedimiento 

 

La AChE hidroliza el yoduro de acetiltiocolina (AChI) en tiocolina y 

acetato. La tiocolina reacciona con el ácido ditiodinitrobenzoico (DTNB) para 

formar el anión de ácido tionitrobenzoico (color amarillo), que se mide 

espectrofotométricamente a 414 nm. La tasa a la cual se forma el producto, 

representa la actividad de AChE (Ellman et al.,  1961), la cual se expresa como 

(nmol/min/mg de proteína). 

 

Colocar 50μl de la muestra en cada celda de la microplaca. 

Agregar 150μl de DTNB 270 μM y dejar reposar 5 min. 

Agregar con una pipeta multicanal 50μl de acetiltiocolina 3mM a cada celda de 

la microplaca. 

Leer la absorbancia a 414nm.  

Las lecturas se realizaron cada 20 segundos en un lapso de 10 minutos. 
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 Cálculos 

 

Una vez obtenidas las absorbancias se realizaron los cálculos necesarios 

para evaluar la actividad de acetilcolinesterasa, la cual está dada por la 

siguiente fórmula: 

 

Actividad Acetilcolinesterasa  =                ABS * FDM * VT (µl)_____  (Ec. 

4) 

     [nmol/min-1/mg prot-1]         (ε *d )* t (min)* PROT (mg/ml) * FDP 

 

Donde:  

ABS= absorbancia/min. 

PROT = Concentración de proteína de la muestra (mg*ml-1) medidas por el 

método de Bradford, 1976. 

FDP = Factor de dilución utilizada en la proteína (en el caso de dilución). 

FDM = Factor de dilución utilizada en el ensayo enzimático. 

VT = Volumen total de la microcelda / Volumen de la muestra (225/25 = 9). 

t= tiempo en minutos. 

ε = 1.36x104M-1cm-1 (Coeficiente de extinción molar del ácido 

tionitrobenzoico). 

d= diámetro de la microcelda (0.9 cm) 
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ANEXO VII 

 

Técnica Superóxido dismutasa 

 

 Reactivos 

 

Solución de trabajo tetrazolio soluble en agua (TSA)  

Solución de trabajo enzima xantina oxidasa (XO) 

Buffer dilución SOD 

Buffer solución SOD 

 

A) Solución de trabajo tetrazolio soluble en agua (TSA):  

Tomar 1ml de reactivo TSA y mezclar con 19ml de buffer solución 

 

B) Solución de trabajo enzima xantina oxidasa (XO): 

Tomar 15ul de enzima XO y mezclar con 2.5ml de buffer de dilución. 

 

Nota: Cada uno de los reactivos a utilizar pertenecen al kit 19160 WST 

SOD Assay. La solución de trabajo TSA es estable por 2 meses a 4°C; la 

solución de trabajo enzima XO es estable por 3 semanas a 4°C. Ambos buffers 

ya vienen listos para usar. 

 

 Procedimiento 

 

La actividad de la SOD, fue medida por su capacidad para inhibir 

reacciones dependientes de radical superóxido utilizando el Kit 19160 WST 

SOD Assay. Este kit utiliza una sal tetrazolio altamente soluble en agua TSA (2-

(4-Iodofenil)- 3-(4- nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)- 2H-tetrazolio, sal monosodio), 

que produce un formazan soluble en agua, el cual es teñido después de la 

reducción con anión superóxido. El intervalo de reducción con anión superóxido 

es linealmente relacionado con la actividad de la xantina oxidasa, que es 

inhibida por la SOD. Por lo tanto, la inhibición de la SOD puede ser determinada 

por un método colorimétrico, que se mide espectrofotométricamente a 450nm 

(SIGMA- ALDRICH). 

 

Para dicha técnica, se utilizaron 3 blancos, donde el blanco 2 es 

específico para cada una de las muestras. Las placas con blancos y muestras 

se llenaron de acuerdo a la siguiente tabla:  
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 BLANCO1 BLANCO2 BLANCO3 MUESTRAS 

muestra - 20ul - 20ul 

agua 20ul - 20ul - 

Solución trabajo WST 200ul 200ul 200ul 200ul 

Solución enzima de trabajo 20ul - - 20ul 

Buffer dilución  20ul 20ul - 

Volumen final (µl) 240 240 240 240 

*Nota: cada muestra lleva su propio blanco2; la solución enzima de trabajo se 

adicionará al final, momentos antes de leer la absorbancia. 

 

Posteriormente, se leyó la absorbancia a 450nm cada 2 min durante un 

lapso de 40min a 37°C. 

 

 Cálculos 

 

Para realizar los cálculos, se graficaron las ΔA450nm  contra tiempo de 

reacción de cada muestra, así como también cada uno de los blancos (blanco 

1, 2 y 3) y se indicó la línea de tendencia de cada uno.  

 

Una vez obtenida la pendiente (que es la ΔA450nm/min) se calculó el % 

de inhibición mediante la siguiente ecuación: 

 

% inhibición= ((S1 – S3) – (SS – S2) x 100      (Ec. 5) 

                                                    (S1 – S3) 

Donde: 

S1= pendiente blanco1 

S2= pendiente blanco2, cada muestra tiene su blanco2 correspondiente 

S3= pendiente blanco3 

SS= pendiente de la muestra 
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ANEXO VIII 

Técnica Peroxidación de Lípidos 

 

 Reactivos 

Solución cromogénica MFI 

Solución TMP 

HCl 37% 

Buffer fosfatos 50mM 

 

A) Solución cromogénica MFI:  

Pesar 0.064g de 1-metil- 2-fenilindole, disolverlo en 30ml de acetonitrilo. 

Añadir 10ml de metanol 

 

B) Solución TMP: 

Tomar 0.0165ml de 1,1, 3, 3- tetrametoxipropano y mezclar con 10ml de 

Buffer fosfatos 50mM. 

 

Una vez preparada la solución TMP, se hace una dilución 1:100 (20µl 

TMP más 1980µl de H2O), el cual será usado como estándar para las 

concentraciones de la curva.  

 

C) HCl 37%: 

 

D) Buffer fosfatos 50mM: 

Ver anexo II 

 

 Procedimiento: 

 

La medida del Malondialdehido (MDA) es extensamente usada como  un 

indicador de peroxidación lipídica. El ensayo de MDA se basa en la reacción de 

un reactivo cromogénico (1-metil- 2-fenilindole) con MDA a 45 °C obteniéndose 

un compuesto cromóforo cuya absorbancia es leída a 595nm (Esterbauer et al.,  

1991). 
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En tubos eppendorf previamente etiquetados se preparan las diferentes 

concentraciones de la curva, tal como se muestra en la siguiente tabla: 

 

 

 0µM 1µM 2.5µM 5uM 10uM 

MFI- AN- MET 325 325l 325 325 325 

TMP diluído 0 5 12.5 25 50 

H2O 100 95 87.5 75 50 

HCl 75 75 75 75 75 

Volumen final (µl) 500 500 500 500 500 

*Nota: el HCl se adiciona al final, antes de incubar los tubos y se mezcla con vortex. 

 

 Para las muestras se colocaron 325µl de Solución cromogénica MFI, 

75µl de HCl y 100µl de sobrenadante.  

 

Una vez preparada la reacción, los tubos se incubaron en termoblock a 

45°C durante 40 minutos. Después de incubarlas aparece un color rosa, debido 

a la producción de cromóforos.  

 

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13000rpm a 4°C durante 

10minutos. Finalmente, se toman 200μl de muestra o estándar y se colocan en 

cada celda de la microplaca, para leer la absorbancia a una longitud de onda de 

595nm. 

 

 Cálculos 

 

Una vez obtenidos los valores de absorbancia, se graficaron los valores 

de absorbancia de la curva contra concentración (μM) para obtener la pendiente 

mediante una regresión lineal. 

 

Para calcular los niveles de MDA se utilizó la siguiente fórmula, tomando 

en cuenta: la pendiente de la recta, así como el promedio de absorbancia de 

cada una de las muestras: 

 

                              MDA =         Abs * (Vol. total / vol muestra)  (Ec. 6) 

                            μmol/g              Pendiente* muestra (g/ml) 

 

Donde: 

Abs = es el promedio de las absorbancias. 
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Pendiente = pendiente obtenida de la recta de la curva de calibración 

(abs/μmol) 

Volúmen total = Volumen total contenido en el tubo Eppendorf (μl) 

Vol Muestra= Volumen de muestra agregada al tubo (μl) 

Muestra (g/ml)= peso húmedo de la muestra (g) entre el volumen total del 

tampón de homogeneización (ml).  

 

Los resultados finales se expresan como nmol/ ml de hemolinfa 
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ANEXO IX 

Técnica Proteínas 

 

 

 Reactivos: 

 

Solución Bradford 

Solución albumina suero bovino (BSA) 

(1mg/ml) 

 

 

A) Solución Albumina suero bovino (BSA) 1mg/ml:  

Pesar 10mg de BSA, disolverlo en 10ml de agua destilada. 

Distribuirlo en alícuotas de 1ml y mantenerlos en congelación.  

Para realizar la curva estándar se hace una dilución 1:1 de la solución 

anterior (100µl de BSA  en 100µl H2O). 

 

B) Solución Bradford: 

Preparar el reactivo utilizando una relación 1:4 (BIORAD: agua) tomando 

en cuenta la cantidad de muestras a analizar y las concentraciones de la 

curva, así como también el número de réplicas.  

 

Por ejemplo: (15muestras + 6 curva) x 4 repeticiones = 84 celdas x 250μl 

de Solución Bradford = 21000μl Solución Bradford. En base a esto será 

la cantidad de BIORAD y H2O que se va a utilizar para la preparación. 

 

Relación 1:4 

5ml BIORAD 

20ml H2O 

25ml Solución Bradford 

 

*Nota: ambos reactivos se preparan el día que se realiza la lectura, 

porque deben ser frescos. El reactivo de Bradford debe mantenerse en la 

oscuridad. 

 

 

 Procedimiento:  
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Primeramente se comienza a llenar la placa con las diferentes 

concentraciones de la curva patrón, tal como se muestra en la siguiente tabla:   

 

 

 0mg/ml 0.1mg/ 

ml 

0.2mg/  

ml 

0.3mg/ 

ml 

0.4mg/ 

ml 

0.5mg/ 

ml 

BSA diluido 0 2 4 6 8 10 

H2O 10 8 6 4 2 0 

Solución 

Bradford 

250 250 250 250 250 250 

Volumen final 

(µl) 

260 260 260 260 260 260 

 

Posteriormente, se comienzan a verter en la placa 10µl de muestra. 

Tanto las muestras como la curva se hicieron por triplicado. 

 

Una vez llena la placa, se agregan los 250µl de solución Bradford a todas 

las celdas, y se deja reposar 15minutos para que se lleve a cabo la reacción. 

Posteriormente, se lee la absorbancia a 595nm en un lector de placas ELISA. 

 

 

 Cálculos 

 

Los valores de absorbancia de la curva de calibración son utilizados para 

realizar una grafica de dispersión: concentración (μm) vs absorbancia (nm) para 

obtener la ecuación de la recta mediante una regresión lineal. El valor de la 

pendiente es la que se utiliza para obtener los cálculos. 

 

En el caso de las muestras, la concentración de la proteína se obtiene de 

la siguiente ecuación: 

y = mx + b (Ec. 7) 

x = [ y – b] / m (Despejando Ec. 7, da la Ec. 8) 

 

Donde: 

x = es la concentración de proteína 

y = es la absorbancia de la muestra 

b = es la ordenada al origen 

m = es la pendiente de la recta 
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Una vez que se obtiene la concentración de la proteína, se calcula el 

promedio de las 3 réplicas de cada muestra y este valor promedio se utiliza 

para los cálculos de las actividades de Fenoloxidasa, SOD, y 

acetilcolinesterasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 


